Cocoa mycobiota : fungi and mycotoxins from cocoa until chocolate by Copetti, Marina Venturini
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS 
FACULDADE DE ENGENHARIA DE ALIMENTOS 
DEPARTAMENTO DE CIÊNCIA DE ALIMENTOS 
 
 
 
MICOBIOTA DO CACAU: FUNGOS E MICOTOXINAS DO 
CACAU AO CHOCOLATE 
 
 
 
 
 
 
Marina Venturini Copetti 
Mestre em Ciências Veterinárias 
 
Prof. Dr. José Luiz Pereira 
Orientador 
Dra. Marta H. Taniwaki 
Co-orientadora 
 
 
 
CAMPINAS, SÃO PAULO  
2009 
Tese apresentada à Faculdade de Engenharia 
de Alimentos da Universidade Estadual de 
Campinas como parte dos requisitos para a 
obtenção do título de Doutor em Ciência de 
Alimentos. 
  
 
ii 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FICHA  CATALOGRÁFICA ELABORADA PELA 
BIBLIOTECA DA FEA – UNICAMP 
     
      Titulo em inglês: Cocoa mycobiota: fungi and mycotoxins from cocoa until chocolate     
                    Palavras-chave em inglês (Keywords): Cocoa, Fungi, Ochratoxin, Aflatoxins, Chocolate,  
            Aspergillus, Mycobiota   
                    Titulação: Doutor em Ciência de Alimentos 
                    Banca examinadora: José Luiz Pereira 
             Benedito Corrêa 
             Myrna Sabino 
             Nelson Horacio Pezoa García 
             Priscilla Efraim 
                    Data de defesa: 06/07/2009 
                    Programa de Pós Graduação: Programa em Ciência de Alimentos  
    
                Copetti, Marina Venturini 
C79m  Micobiota do cacau: fungos e micotoxinas do cacau ao chocolate / 
Marina Venturini Copetti. -- Campinas, SP: [s.n.], 2009. 
 
 
  Orientador: José Luiz Pereira 
  Co-orientador: Marta Hiromi Taniwaki 
  Tese (doutorado) - Universidade Estadual de Campinas.Faculdade  
 de Engenharia de Alimentos     
        
 
   1.  Cacau.   2  .Fungos.   3.  Ocratoxinas.   4.  Aflatoxina.   5.   
 Chocolate.   6.  Aspergillus.   7.  Micobiota.   I.  Pereira, José Luiz.   II.  
  Taniwaki, Marta Hiromi.   III.  Universidade Estadual de Campinas.  
  Faculdade de Engenharia de Alimentos.   IV.  Título. 
                                                                                                                                                                                               (cars/fea) 
  
 
iii 
 Campinas, _______ de _________________________ de 2009. 
 
BANCA EXAMINADORA 
 
  
____________________________________________ 
Prof. Dr. José Luiz Pereira (Orientador ) 
Universidade Estadual de Campinas 
 
 
____________________________________________ 
Prof. Dr. Benedito Corrêa 
Universidade de São Paulo 
 
 
__________________________________________ 
Dra. Myrna Sabino 
Instituto Adolfo Lutz 
 
 
__________________________________________ 
Prof. Dr. Nelson Horacio Pezoa García 
Universidade Estadual de Campinas 
 
 
____________________________________________ 
Dra. Priscilla Efraim 
Instituto de Tecnologia de Alimentos 
 
__________________________________________ 
Dr. Eduardo Vicente 
Instituto de Tecnologia de Alimentos 
 
________________________________________ 
Profa. Dra. Hillary Menezes 
Universidade Estadual de Campinas 
 
____________________________________________ 
Dra. Valéria C. A. Junqueira 
Instituto de Tecnologia de Alimentos 
  
 
iv 
 
 
DEDICATÓRIA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
À vó Lúcia (in memoriam) e aos meus pais Aneli e Francisco pelo constante 
incentivo para que me dedicasse aos estudos, por um futuro melhor. 
As minhas irmãs, Débora e Francieli, pelo apoio incondicional, suporte e estímulo 
para que eu seguisse na área acadêmico-científica. 
A eles dedico.  
  
 
v 
AGRADECIMENTOS 
  
Aos meus orientadores, Prof José Luiz Pereira e Dra Marta Taniwaki pela confiança e 
apoio durante este período de doutoramento. Ao prof José Luiz pelas conversas, 
ensinamentos e acompanhamento nas aulas, além do estímulo para que eu seguisse na área 
da docência. À Dra Marta, pela competência científica, acompanhamento dos trabalhos, 
ensinamentos e incentivos, assim como pelas críticas, correções e sugestões relevantes 
feitas durante a orientação. 
A minha querida amiga, colega de doutorado e laboratório, e pesquisadora Beatriz 
Thie Iamanaka, a Bia, pelos ensinamentos (agora o HPLC e as validações de métodos já 
não parecem tão ‘inacessíveis’!), acompanhamento e auxílio nos trabalhos, paciência e 
companherismo para ouvir e aconselhar em meus períodos de incertezas e crises (sobretudo 
nesta parte final de elaboração da tese, complicada pelos concursos docentes...) e 
principalmente por sua amizade, confiança, incentivos, pelas tantas conversas e bons 
momentos vividos! Muitíssimo obrigada Biazinha! 
I am truly grateful to Dr. Jens Christian Frisvad for giving me the opportunity to work 
in his laboratory, at Technical University of Denmark, arranging facilities to carry out my 
experiments in fungal metabolites and, above all, for his patience and knowledge shared 
with me. 
Aos estagiários do laboratório de micologia e micotoxinas do ITAL, em especial aos 
‘meus’ guris, Daniel Ponciano Lemes e Felipe Nakano, pela amizade, disponibilidade e 
auxílio na realização da maior parte dos experimentos desta tese e pelos momentos 
compartilhados no laboratório ou fora dele.  Também às gurias, Larissa Ferranti, Thaiane 
Calderari e Carolina e ao Marco pela amizade e auxílio nos trabalhos. Meu sincero 
agradecimento a todos vocês pelas incontáveis placas inoculadas, fungos isolados, lâminas 
montadas, tubos de sílica e agar plugs preparados, sem esquecer do preparo de meios de 
cultura, amostras e análises de atividade de água e micotoxinas...  
As minhas amigas cientistas microbiólogas Maristela Nascimento e Thais Belo pela 
amizade, apoio, conversas (técnicas e não técnicas..) e pelos momentos passados juntos. 
À Luciana Esper, a Luuuuu!!, por tantos momentos felizes, por sua companhia 
agradável e amizade e também por tantos amigos da Unicamp compartilhados (Anderson, 
PH, Isa, Vanessa, Maurício, Karen...). 
  
 
vi 
Ao Prof Janio Morais Santurio, responsável pela minha introdução neste encantador 
‘mundo micológico’ e que mesmo à distância segue acompanhando minha jornada 
científica, serei sempre grata. 
Aos pesquisadores, técnicos, funcionários e estagiários da microbiologia do ITAL, e 
da Unicamp, tantas pessoas competentes (que não me atrevo a nomear, correndo o risco de 
esquecimento...) e que tive o privilégio de conviver e aprender durante os quase 4 anos de 
desenvolvimento dos trabalhos da tese. 
I would like to extend my thanks to all the people over the world that I met at the 
Center for Microbial Biotechnology (CMB), in Denmark, for the  friendly  atmosphere  
during  my  stay  and  the care  they  took  of  me, specially to Jesper Mogensen, helping in 
the experiments carried out and, above all, for our chats, and to Amanda, Rasa, Tanja, 
Sameer, Richard, Ida, Jens, Mona, Carmo, Maria, Michael, Mads, Kasper, Marie, Christian, 
Hanne, Joanna, Lucas, KIR and Lisette for their help and friendship. I also would like to 
express my gratitude to the professors, Thomas Larsen, Ulf Thrane, Birgitte Andersen, and 
Ib Søndergaard. 
À Priscila Efraim, pelos ensinamentos básicos sobre a ciência do cacau e chocolate, 
por sua disponibilidade para esclarecimentos e discussão de idéias e também por ter 
facilitado meu contato com pesquisadores e industriais desta área. 
Aos pesquisadores da CEPLAC, meu agradecimento especial ao Dr. Raimundo 
Mororó e ao Dr. José Luiz Pires, por terem colaborado com seus conhecimentos e também 
facilitando o contato com fazendeiros para obtenção de amostras, além do auxílio para a 
realização de experimentos. Agradeço também aos funcionários que me acolheram e 
colaboraram para a realização dos experimentos. 
Aos amigos que tive o prazer de conhecer e conviver em Campinas-SP, em especial 
ao Stefano de Leo, Florencia Cuneo, Claudia Longo, Alessandra Bernardis, Silvânia de 
Carvalho,  Larissa Bertan e Adriana Sato por sua amizade, incentivo e conselhos. 
As amigas com quem convivi na república, em especial à Marcela Rezende Costa, 
Aline Bombonati e Cinthia Mari Viegas, pelas longas conversas, troca de experiências e 
amizade. 
Agradecimento especial aos meus pais, minhas irmãs e meu cunhado, que apesar da 
distância sempre estiveram presente, aconselharam, apoiaram e incentivaram minhas 
escolhas, conquistas e caminhos seguidos.  
  
 
vii 
Aos meus tios e primos que apoiaram e torceram pela  futura ‘doutora’, e em 
memória da vó Lúcia, que sempre incentivou minha dedicação aos estudos. 
A todos os meus professores, sejam da formação básica ou específica, a eles devo 
grande parte dos conhecimentos acumulados durante meus vários anos de estudo.  
Às pessoas que foram importantes para minha formação pessoal ou profissional e que 
por esquecimento não foram aqui nomeadas. 
Agradeço também às seguintes Instituições pelo apoio, disponibilização de infra-
estrutura, produtos e condições de trabalho e colaboração, sem o qual não seria possível a 
concretização deste projeto de doutoramento: 
Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES), 
Fundação de Apoio à Pesquisa do Estado de São Paulo (FAPESP), 
Instituto de Tecnologia de Alimentos- SP (ITAL), 
Comissão Executiva do Plano de Recuperação da Lavoura do Cacau-BA (CEPLAC), 
Fazendas e Indústrias Processadoras de Cacau colaboradoras, e 
Center for Microbial Biotechnology, Technical University of Denmark (CMB-DTU). 
 
 
MEUS SINCEROS AGRADECIMENTOS!!! 
  
 
viii 
RESUMO 
 
O Brasil se encontra entre os maiores produtores mundiais de cacau. Parte da  sua 
produção é destinada à exportação, principalmente após passar por algum processamento 
industrial, e o restante se destina ao consumo interno. A qualidade obtida ao final do 
processamento do cacau depende de uma ampla variedade de fatores, dentre os quais os 
microrganismos desempenham um papel fundamental. A presença de fungos é observada 
em várias fases do processamento, o que além do aspecto deteriorativo representa um 
perigo toxicológico devido a possibilidade de síntese de micotoxinas. Na presente tese são 
apresentados os resultados sobre a presença de fungos, ocratoxina A e aflatoxinas em um 
total de 494 amostras de cacau analisadas em diferentes fases do processamento. A maior 
quantidade e diversidade de fungos foi encontrada em amostras coletadas durante o 
processamento na fazenda, especialmente durante a secagem e estocagem das amêndoas. 
Foram isolados 1132 espécies potencialmente toxigênicas do gênero Aspergillus: A. flavus, 
A. parasiticus, A. niger,  A. carbonarius e grupo dos A. ochraceus. Com relação à presença 
de micotoxinas,  as amostras da secagem e estocagem foram as que apresentaram maiores 
níveis de ocratoxina A e aflatoxinas na fazenda,  enquanto que nas amostras coletadas em 
indústrias processadoras de cacau os maiores níveis de ocratoxina A foram detectados na 
casca, torta e cacau em pó e os de aflatoxina, nos nibs e liquor. Nas amostras de chocolate 
observou-se uma relação direta entre a quantidade de cacau no produto e os níveis de 
aflatoxinas e ocratoxina A, sendo estes maiores em chocolate em pó e chocolate meio 
amargo. Também foram conduzidos experimentos para avaliar as condições que afetam a 
produção de ocratoxina A no cacau por A. carbonarius. Foi observado que, diante da 
presença de inóculo, a produção de ocratoxina A já ocorre durante a fermentação. Os níveis 
de ocratoxina A foram menores quando sementes de cacau com polpa integral foram 
fermentadas durante 6 dias em caixas, se comparados aos obtidos com sementes 
parcialmente despolpadas e conduzidas à secagem sem prévia fermentação. Os resultados 
em geral mostraram a existência de uma grande diversidade de fungos, muitos dos quais 
toxigênicos, durante o processamento do cacau e a inter-relação de fatores intrínsecos, 
ambientais e de processamento pareceram determinar a ocorrência ou não de micotoxinas.  
 
Palavras chave: cacau, fungos, ocratoxina, aflatoxina, chocolate, Aspergillus sp. 
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ABSTRACT 
 
Brazil is one of the biggest cocoa producing countries. Part of its production is 
exported, mainly after undergoing some industrial processing, and the other supplies the 
internal market. The quality of the final cocoa product depends on several factors, and 
microorganisms play an important role on this. Investigations have demonstrated the 
presence of filamentous fungi in many processing stages. Besides the spoilage potential, 
those are a cause for concern from the toxicological aspect, since mycotoxins may be 
produced. This thesis presents the results concerning the presence of fungi, ochratoxin A 
and aflatoxins in a total of 494 cocoa samples collected at different processing stages, from 
farm to market. The greatest occurrence and the major diversity of fungi were found in 
samples collected during the drying and storage of the beans on the farm. A total of 1132 
potentially toxigenic fungi were isolated, belonging to the species A. flavus, A. parasiticus, 
A. niger, A. ochraceus group and A. carbonarius. Regarding the presence of mycotoxins, 
samples collected during drying and storage presented the highest ochratoxin A and 
aflatoxin levels amongst samples collected at farm. During industrialization, the most 
contaminated products were the cocoa shell, cocoa cake and cocoa cake with respect to 
ochratoxin A. The aflatoxin levels were higher in the nibs and liquor. A direct correlation 
between the amount of cocoa in the product and the ochratoxin A level in the chocolate was 
observed. Dark chocolate and powdered commercial cocoa were the most contaminated 
samples.  An additional experiment was carried out to evaluate the conditions affecting 
ochratoxin A production by A. carbonarius in cocoa on the farm. It was observed that 
ochratoxin A production could start during fermentation if toxigenic fungi were present, 
and lower ochratoxin levels were found when the integral beans were fermented during 6 
days in box if compared to those with pulp partially removed and submitted to drying 
fermentation. In general, during cocoa processing, a wide variety of fungi was found, some 
of these toxigenic. Intrinsic, environmental and processing factors acting together seemed 
to determine the production of mycotoxins in cocoa. 
 
Key words: cocoa, fungi, ochratoxin, aflatoxin, chocolate, Aspergillus sp. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 
O cultivo, comercialização e industrialização do cacau e de seus derivados tem 
apresentado, no decorrer dos anos, importante papel econômico-social no cenário 
brasileiro. A qualidade do chocolate, principal produto obtido do cacau, depende de uma 
grande variedade de fatores ambientais, agronômicos e tecnológicos.  
 Dentre esses fatores, sabe-se que os microrganismos presentes na fermentação 
desempenham função essencial no desenvolvimento das características sensoriais do 
chocolate. O tipo de microrganismo, a intensidade de sua proliferação e a seleção de um ou 
outro grupo na etapa de secagem, em condições naturais ou artificiais, são determinantes 
para a qualidade do produto final. 
Pesquisas conduzidas no Brasil e no exterior têm comprovado a participação 
constante e marcante de fungos, antes e no decorrer do processo fermentativo e durante os 
vários estádios da secagem. Ao lado de seu potencial deteriorador e conseqüente influência 
na qualidade do cacau e do chocolate, a presença dos fungos vem sendo relacionada com o 
aspecto de saúde pública, devido a possibilidade de formação de micotoxinas.  
É um fato reconhecido que muitas espécies de fungos, principalmente dos gêneros 
Aspergillus, Penicillium e Fusarium, são capazes de produzir micotoxinas. Estas toxinas 
são metabólitos tóxicos com efeitos mutagênicos, teratogênicos e carcinogênicos sobre 
humanos e animais. Centenas de micotoxinas são conhecidas, sendo as aflatoxinas as mais 
estudadas. No caso do cacau, uma das maiores preocupações atuais é a presença de 
ocratoxina A, a qual tem sido tema de reuniões de comitês internacionais em segurança 
alimentar. A ocratoxina é produzida principalmente por Penicillium verrucosum, 
Aspergillus ochraceus, Aspergillus niger e Aspergillus carbonarius (Heenan et al., 1998, 
Frisvad et al. 2006) e, mais recentemente, as técnicas moleculares têm demonstrado que 
existe mais de uma espécie do grupo  A  ochraceus produtora desta toxina (Frisvad et al., 
2004a). 
A ocratoxina A tem sido detectada em diferentes matérias primas vegetais, tanto no 
Brasil quanto no exterior, havendo restrições crescentes com relação à sua presença em 
alimentos. Recentemente, pesquisas conduzidas na Espanha comprovaram a presença da 
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ocratoxina em amostras de cacau e derivados, em níveis oscilando de <0,1 a 23,1 µg/kg 
(Bonvehi, 2004), sendo que a Comissão de Peritos em Aditivos e Contaminantes em 
Alimentos (JECFA) têm recomendado o limite tolerável provisório de ingestão máxima 
dessa micotoxina em 100ng/kg de peso corporal/semana (pc/semana) (JECFA, 2002). 
No contexto atual em que a globalização da economia é uma realidade, aspectos da 
qualidade dos produtos, os quais estão relacionados à segurança alimentar, são 
fundamentais na definição da aceitação e da recomendação de quaisquer produtos, 
especialmente os destinados à alimentação humana.  
O Brasil é atualmente o 6° maior produtor mundial de cacau e chocolate, no entanto 
dados sobre ocorrência e condições em que as micotoxinas são produzidas no cacau e 
derivados aqui produzidos são inexistentes. Visando a segurança da população e 
visualizando novos mercados consumidores para os produtos derivados aqui processados, 
este trabalho traz uma importante contribuição ao setor, fornecendo dados sobre a 
ocorrência de fungos, aflatoxinas e ocratoxina nas variadas etapas do processamento do 
cacau ao chocolate. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA: CACAU, FUNGOS E 
MICOTOXINAS 
2.1  CACAU 
2.1.1 Características gerais  
A palavra cacau é um termo geral que se refere tanto ao fruto quanto a semente da 
planta da espécie Theobroma cacao L, pertencente à família Sterculiaceae (Figura 1). A 
árvore é originária do Amazonas e outras áreas tropicais das Américas do Sul e central. Há 
dois grupos de T. cacao reconhecidos,  Criollo e Forastero, além de um terceiro grupo, o 
Trinitário, formado pela hibridização dos grupo anteriores (Wood & Lass, 1985). 
 
 
FIGURA 1. FRUTOS DE CACAU NO CACAUEIRO (A) E FRUTO PARTIDO (B). 
Os três grupos apresentam distinções quanto a formato, produtividade e 
susceptibilidade às doenças, além de características que tornam necessário a adoção de 
diferentes parâmetros para seu processamento.  
Criollo: árvores de pequeno porte, pouco produtivas e mais susceptíveis às doenças. 
No período de pós-colheita requerem uma fermentação curta (2 dias), produzindo cacau 
bastante aromático e de excelente qualidade, destinado a produção de chocolates finos. 
Atualmente seu cultivo corresponde a apenas 5% da produção mundial comercializada. 
A B 
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Forastero: árvores de maior porte, mais produtivas e resistentes às enfermidades e 
mais longevas. No pós-colheita requerem fermentação por cerca de 120h.  O cacau 
comercial derivado dos Forasteros é menos aromático e muito mais influenciado pela 
tecnologia do processamento. Corresponde à cerca de 70% da produção mundial e é 
cultivado em todos os países produtores. 
Trinitário: inicialmente neste grupo estavam inclusos apenas os cacaueiros híbridos 
do cruzamento do Criollo com o Forastero, gerando produtos de melhor qualidade que os 
Forasteros. Atualmente são incluídos neste grupo todos os cacaueiros em cultura que não 
sejam Criollos ou Forasteros.  
O Criollo tem sido cultivado nas Américas do Sul e Central desde 600D.C., e foi 
predominante até o século XVII. A partir de então o Forastero ocupou seu lugar, devido a 
maior produtividade e resistência às enfermidades. Atualmente as variedades de Forastero 
e Trinitario correspondem a aproximadamente 95% da produção mundial de cacau, por este 
fato este será o cacau referido nesta tese, a menos que seja advertido se tratar de outra 
subespécie. 
2.1.2 Produção Agrícola e Comércio 
Com a conquista do México pelos espanhóis, o cultivo do cacau foi disseminado para 
as Ilhas do Caribe, parte da América do Sul e também para as Filipinas e outras ilhas do 
pacífico. Posteriormente, ao final do século XIX, variedades de cacau Forastero brasileiro 
foram introduzidas no continente Africano, que hoje domina a produção mundial (Wood & 
Lass, 1985). 
Atualmente a maior parte do cacau é cultivada em uma faixa de 20° ao norte e sul da 
linha do equador (Figura 2). A média das temperaturas mínima e máxima nesta região é 
respectivamente 18 e 32°C. Também é necessário uma alta precipitação pluviométrica, 
entre 1.000 e  4.000mm/ano, com uma estação de secas inferior a 3 meses.  
Até 1910 o Brasil era o maior produtor mundial de cacau, com 29 mil toneladas 
anuais. No decênio 1920-1930 a lavoura cacaueira atravessou um período de muita agitação 
e intranqüilidade, principalmente pelas mudanças produzidas pela Primeira Guerra Mundial 
(Rangel, 1982). Mesmo assim, até meados do século XX os produtores latino-americanos 
(México, Venezuela, Equador e Brasil) dominavam a produção mundial de cacau. No final 
da década de 80, com a chegada da enfermidade denominada de “vassoura-de-bruxa” nas 
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plantações brasileiras, causada pelo fungo Moniliophthora perniciosa (=Crinipellis 
perniciosa), ocorreu um dramático declínio na produção, passando de 378.000 toneladas 
produzidas em 1990/1991 para 118.700 toneladas em 1999/2000. Essa enfermidade se 
disseminou rapidamente pelo território, estando presente em mais de 90% da região 
produtora da Bahia (Gray, 2001). Consideráveis esforços vêm sendo feitos para controlar a 
“vassoura-de-bruxa”, como a substituição de 1/3 das plantações por variedades de plantas 
mais resistentes à enfermidade, o que tem apresentado sinais de sucesso (Gray, 2001).  
 
 
FIGURA 2. PAÍSES ONDE É REGISTRADO O CULTIVO DE CACAU. 
A produção cacaueira brasileira tem recebido importante assistência de órgãos 
governamentais, a CEPLAC (Comissão Executiva do Plano de Recuperação da Lavoura do 
Cacau), criada em 1957 para modernizar e tecnificar a produção, e o CEPEC (Centro de 
Pesquisas do Cacau), subordinado à anterior e fundado em 1964 com o objetivo de fornecer 
apoio técnico aos agricultores. O trabalho realizado por essas instituições tem sido de 
extrema importância para a profissionalização desta cultura no Brasil, colocando o país 
entre os mais avançados do mundo na área de produção de cacau (Ferrão, 2002). 
Embora a difusão mundial da cultura cacaueira tenha se espalhado à algumas dezenas 
de países situados na faixa de clima tropical e seu cultivo tenha tido grande incremento, 
uma grande parcela está hoje concentrada em poucos países. Costa do Marfim, Gana, 
Indonésia, Brasil, Nigéria e Camarões foram responsáveis por 87,8% da produção mundial 
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de cacau em 2003/04 (ICCO, 2007). 
O Brasil vem se mantendo como uma potência mundial na produção cacaueira, sendo 
primeiro entre os países latino americanos (Ferrão, 2002; ICCO, 2007). No entanto, desde 
1992 o país passou de exportador à importador de cacau em amêndoas para suprir as 
demandas da indústria nacional, com um déficit anual de 82.000 toneladas de amêndoas 
(Zugaib, 2008).  
O beneficiamento do cacau permanece centralizado principalmente na Europa e 
América do Norte, com destaque para a Holanda e os Estados Unidos como maiores 
processadores de cacau, cada um respondendo pela moagem de mais de 400.000 toneladas 
de cacau  ao ano (ICCO, 2007).   
Em contraponto, nos últimos anos têm sido registrado um crescimento constante das 
moagens no local de origem, cuja cota total passou de 32% em 1999/2000 para quase 37% 
em 2006/07. Este aumento em parte se deve as políticas estatais destinadas a fomentar a 
exportação de produtos semi acabados com valor embutido, ao invés do cacau em grão, o 
que têm provocado fortes investimentos pela empresas multinacionais nas plantas de 
beneficiamento do cacau nos países de origem (ICCO, 2007).  
O Brasil destaca-se como 6º país do mundo na elaboração de cacau, com 224.000 
toneladas processadas em 2006/07, atrás apenas de Holanda, Estados Unidos, Costa do 
Marfim, Alemanha e Malásia (ICCO, 2007).  
Em 1983 o Brasil exportava 55% do cacau em amêndoas, passando a exportar apenas 
1% em 2007. Por outro lado, neste mesmo período a exportação de manteiga de cacau 
passou de 12 a 39%, a de liquor caiu de 19 para 15%, a de torta de cacau foi mantido em 
um patamar de 10% e a exportação de cacau em pó passou de 4 para 35% (Zugaib, 2008). 
Os principais parceiros comerciais do Brasil são: Estados Unidos, Argentina, Holanda, 
Canadá e Chile (Agrianual, 2006). 
2.1.3 Definição dos Produtos 
Frutos do cacaueiro: são bagas que se desenvolvem diretamente a partir do tronco e 
ramos mais grossos do cacaueiro. Possuem forma elipsóide e sulcos longitudinais, 
possuindo em seu interior cerca de 40 sementes envoltas em polpa. 
Polpa do cacau: substância mucilaginosa, branca, rica em carboidratos, que envolve 
as sementes e é fundamental para o processo fermentativo, fornecendo substrato para o 
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desenvolvimento de microrganismos. 
Sementes de cacau: são sementes ovais, compostas por 2 cotilédones e um gérmen 
envoltos em um fino tegumento, a testa. 
Amêndoa de cacau: é a denominação dada as sementes após perderem a capacidade 
de germinação devido ao processo fermentativo. 
Nibs de cacau: são resultado da fragmentação da amêndoa, após a remoção do 
tegumento e do gérmen. 
Liquor ou Massa de cacau: de maneira simplificada consiste na porção nibs triturada. 
É composta por aproximadamente 47-60% de manteiga de cacau e não deve conter mais 
que 5% de casca e gérmen (Codex alimentarius, 2001a). 
Torta de cacau: é o produto obtido através da remoção parcial ou total da gordura a 
partir dos nibs ou liquor (Codex alimentarius, 2001b). Em geral possui de 10-20% de 
manteiga de cacau residual após a prensagem do liquor para extração da manteiga. 
Manteiga de cacau: é a gordura extraída das amêndoas, nibs ou liquor por processo 
de prensagem hidráulica ou expeller. Para fins alimentícios apenas a prensagem hidráulica 
é utilizada. Deve conter no máximo 0,5% de material insaponificável e menos que 1,75% 
de acidez expressa como ácido oléico (Codex alimentarius, 2001b).  
Cacau em pó: é a torta de cacau finamente moída até obtenção de pó (Codex 
alimentarius, 2001c). O pó de cacau não é consumido como tal, sendo utilizado para o 
preparo de achocolatados, cacau com açúcar ou como ingrediente para o preparo de 
sorvetes, tortas, bolos, biscoitos, pudins e outros. Devido ao seu forte sabor, e também 
custo, o conteúdo do pó de cacau no produto final é baixo, normalmente inferior a 5%. 
Chocolate em pó: é a mistura de cacau em pó com açúcar e/ou adoçantes, contendo 
não menos que  32% de pó de cacau (Codex alimentarius, 2001c). 
2.1.4 Qualidade do Cacau 
O cacau é um produto agrícola cuja qualidade final é resultado da contribuição de 
vários fatores, tais como, condições climáticas, maturação dos frutos, intensidade e 
regularidade da fermentação, quantidade de materiais aderentes à casca, que é dependente 
do tipo de fermentação e secagem adotados. Além disso, a realização da colheita no ponto 
certo, com uma quantidade máxima de frutos maduros é fundamental para melhorar a 
qualidade final e gerar produtos com alto teor de gordura, o que é sempre desejável.  
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A qualidade das amêndoas de cacau é avaliada por um conjunto de características 
nem sempre muito evidentes se não forem baseadas numa análise laboratorial, e é bastante 
dependente dos objetivos requeridos pelo industrial que adquire o produto. Além de 
obedecer a um conjunto de requisitos fundamentais facilmente observáveis deve reunir um 
outro grupo de características que exigem uma análise mais atenta e experimentada 
(BRASIL, 1988). Durante muitos anos cada país adotava classificações arbitrárias ou 
impostas pelos importadores, gerando confusão quanto à correspondência das mesmas e a 
qualidade do cacau era avaliada e transacionada em função de uma amostra do lote que o 
vendedor enviava a compradores potenciais.  
2.1.4.1 Composição do fruto maduro 
O fruto do cacaueiro contém entre 30-40 sementes, as quais encontram-se envoltas 
em uma polpa mucilaginosa.  
De maneira geral, internamente os cotilédones das sementes apresentam tonalidade 
violácea, característica conferida pelo conteúdo de antocianinas (Wollgast & Alklam, 
2000). Com o processamento, os cotilédones adquirem uma tonalidade marrom devido a 
inúmeras reações bioquímicas, as quais são essenciais para a formação dos precursores do 
sabor e cor do chocolate. 
A polpa que envolve as sementes é de tonalidade branca, composta por 10-15% de 
açúcares (frutose, glicose e sacarose). Seu pH é baixo (3.3-4.0) devido principalmente ao 
alto teor de ácido cítrico e sua viscosidade é conferida pelo alto teor de pectina (Ferrão, 
2002; Nielsen, 2006).  
Embora a composição físico-química do cacau (teor de gordura, proteína, 
carboidrato, cor e pH) sejam critérios freqüentemente utilizados para avaliação da 
qualidade das amêndoas secas, o critério final de qualidade é o sabor após o processamento. 
O sabor além de estar fortemente relacionado à variedade, é bastante influenciado pelas 
técnicas de pré-processamento; porém o desenvolvimento potencial do sabor depende 
principalmente dos processos de fermentação e secagem (Ferrão, 2002). A composição 
química básica da semente de cacau não fermentada é apresentada na Tabela 1. 
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Tabela 1. Composição da semente de cacau não fermentada (% ). 
Constituinte Sementes “in natura” Sementes secas 
Lipídios 30-32 53,05 
Umidade 32-39 3,65 
Glicose 2-3 0,30 
Amido 4-6 6,10 
Pectina 2-3 2,09 
Celulose + fibra 4-6 3,19 
Teobromina 1-3 1,71 
Cafeína 0,2-1 0,085 
Taninos - 7,54 
Proteínas  8-10 - 
Polifenóis 5-6 - 
Ácidos  1 - 
“-” :  dados indisponíveis 
Fonte: Nielsen (2006) 
2.1.5 Processamento Primário do Cacau  
O cotilédone da semente do cacau em sua forma bruta apresenta característica 
adstringente e gosto desagradável, precisando ser fermentado, seco e torrado para adquirir o 
sabor de “cacau” propriamente dito. 
O processamento primário ocorre nas fazendas e inclui as etapas de colheita, abertura 
dos frutos, fermentação e secagem. 
Os frutos maduros são manualmente colhidos com o auxílio de foices, usadas para 
desprendê-los dos caules e galhos. 
Uma prática freqüente em regiões produtoras de cacau é a realização da colheita de 
frutos alguns dias antes de serem transportados até as instalações da fazenda para serem 
abertos. A estocagem dos frutos por esse período antes da abertura é considerado benéfica 
para a fermentação, que atinge o primeiro pico de temperatura mais rapidamente, fato 
atribuído a conversão da sacarose em frutose e glicose (Tomlins et al., 1993).  
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2.1.5.1 Colheita e abertura dos frutos 
Os frutos são abertos manualmente, com auxílio de facões, a placenta é manualmente 
separada das sementes de modo a permitir uma melhor fermentação e também melhorar as 
características sensoriais da amêndoa, uma vez que apresenta sabor extremamente amargo. 
2.1.5.2 Fermentação 
A fermentação do cacau é um processo microbiológico espontâneo, no qual os 
microrganismos metabolizam os açúcares presentes na polpa para etanol e este 
posteriormente é oxidado a ácido acético através de uma reação exotérmica. O ácido 
acético e o etanol penetram na semente e em combinação com a ação do calor eliminam a 
capacidade germinativa do embrião quebrando as paredes celulares da semente. Estas 
alterações induzem reações bioquímicas dentro da amêndoa, gerando os precursores 
químicos do sabor e cor do chocolate  (Figura 3) (Lopez & Dimick, 1995; Schwan & 
Wheals, 2004; Nielsen, 2006). 
 A polpa de cacau é um meio rico para desenvolvimento microbiano, consistindo de 
82-87% de água, 10-15% de açúcar, 2-3% de pentosanas, 1-3% de ácido cítrico e 1-1,5% 
de pectina. Proteínas, aminoácidos, vitaminas e minerais também estão presentes (Ferrão, 
2002). 
As sementes no interior do fruto maduro encontram-se microbiologicamente estéreis 
ou quase estéries, e a contaminação da polpa ocorre quando o mesmo é aberto com facas, 
introduzindo-se uma grande variedade de microrganismos, muitos dos quais 
subseqüentemente contribuem para a fermentação. Os microrganismos fermentadores se 
originam principalmente das mãos dos trabalhadores, facas, cestos utilizados para 
transporte das sementes e mucilagem seca presente nas caixas, remanescente de 
fermentações anteriores (Schwan & Wheals, 2004; Nielsen, 2006). 
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FIGURA 3. ALTERAÇÕES BIOQUÍMICAS OCORRIDAS NO COTILÉDONE E NA POLPA DURANTE 
A FERMENTAÇÃO DO CACAU (LOPEZ & DIMICK, 1995). 
No Brasil, quando a quantidade de sementes disponíveis é pequena e insuficiente 
para o preenchimento das caixas de fermentação, o processo fermentativo geralmente é 
realizado em montes de sementes envoltos em folhas de bananeira ou em cestos de vime  
forrados com as mesmas folhas. Em grandes fazendas, as quais dominam o cenário 
produtivo brasileiro (Cuenca & Nazário, 2004), as fermentações são realizadas em grandes 
caixas de madeira, perfuradas, permitindo a drenagem da polpa e aeração, em geral 
cobertas com folhas de bananeira ou sacos, para conservar o calor durante o processo, que 
em geral dura 6-7dias (Figura 4) (Ferrão, 2002).  
 
FIGURA 4. FERMENTAÇÃO DE CACAU.  
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2.1.5.2.1 Microrganismos na Fermentação do Cacau 
A sucessão microbiana na fermentação do cacau no Brasil já está estabelecida. 
Tradicionalmente, ocorre de forma natural, sem a adição de inóculos iniciadores. No início, 
inúmeras espécies de leveduras proliferam, levando à produção de etanol e secreção de 
enzimas pectinolíticas. Segue-se a fase na qual há uma elevação no número de bactérias, 
especialmente as ácido lácticas e acéticas, seguidas pelas formadoras de esporos. Nos 
últimos dias da fermentação fungos filamentosos podem ser visualizados sobre a superfície 
(Schwan & Wheals, 2004). 
Nas primeiras 24-36h da fermentação o crescimento de leveduras é favorecido devido 
ao alto conteúdo de açúcares, baixo pH conferido pelo ácido cítrico e concentrações 
limitadas de oxigênio na polpa (Thompson et al., 2001). A produção de etanol a partir da 
fermentação dos carboidratos é considerada a função primária das leveduras. 
Conseqüentemente um considerável aumento na concentração de etanol e uma diminuição 
na de açúcares fermentáveis é observada nas primeiras 24-36h (Schwan et al. 1995; 
Ardhana & Fleet, 2003; Nielsen, 2006). 
Durante as primeiras horas da fermentação também é observada intensa proliferação 
de bactérias ácido lácticas, as quais fermentam açúcares até ácido láctico (Schwan et al. 
1995; Thompson et al., 2001; Ardhana & Fleet, 2003; Nielsen, 2006). 
Além da produção de etanol e ácido láctico pelas leveduras e bactérias ácido lácticas, 
respectivamente,  ambas desempenham um importante papel na degradação da polpa por 
meio da secreção de enzimas pectinolíticas (Thompson et al., 2001; Schwan & Wheals, 
2004). Ardhana & Fleet (2003) também relataram a presença de diferentes espécies de 
fungos filamentosos com intensa atividade de lise e em quantidades significativas no início 
do processo fermentativo (24-36h).  
Com a degradação da polpa e revolvimento da massa em fermentação ocorre um 
aumento na aeração do material, favorecendo a multiplicação das bactérias ácido acéticas, 
que utilizam o etanol produzido pela leveduras como substrato, gerando ácido acético, em 
uma reação exotérmica (Thompson et al., 2001; Schwan & Wheals, 2004).  
Este acréscimo na temperatura devido à atividade das bactérias ácido acéticas 
(atingindo 45-50°C) associado à presença de etanol e ácido acético é um fator limitante ao 
desenvolvimento bacteriano, levando a inativação de células vegetativas. Isso predispõe a 
seleção de bactérias formadoras de esporos (Thompson et al., 2001; Schwan & Wheals, 
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2004). O papel desse grupo de microrganismos na fermentação de cacau não está ainda 
elucidada, no entanto sabe-se que essas bactérias formadoras de esporos apresentam intensa 
atividade enzimática e capacidade de formação de ácidos graxos de cadeia curta (como 2,3- 
butanodiol) e pirazinas (como tetrametilpirazina), substâncias que influenciam as 
características sensoriais do cacau causando off-flavours (Schwan & Wheals, 2004). 
2.1.5.3 Secagem 
Ao final da fermentação em geral no Brasil as amêndoas em geral são transferidas 
para plataformas de secagem ao sol (barcaças) onde permanecem por 7 a 14 dias (ou mais 
dependendo das condições climáticas) (Figura 5A). Esta secagem ao sol em geral é 
realizada em barcaças dotadas de um teto móvel, necessário para proteger das chuvas e do 
orvalho noturno. Em  regiões onde a colheita coincide com o período de alta precipitação 
pluviométrica é recomendável a adoção de secadores artificiais após 1-3 dias de secagem 
ao sol (Thompson et al., 2001) (Figura 5B). Esta etapa é importante tanto para reduzir a 
atividade de água das amêndoas, necessária para sua conservação, quanto para a 
volatilização do excesso de ácido acético produzido durante o processo fermentativo 
(Minifie, 1999). 
A seleção da técnica de secagem depende principalmente da quantidade de cacau 
produzida e disponibilidade de recursos financeiros. A secagem ao sol continua sendo o 
método mais utilizado mundialmente principalmente pela sua simplicidade, menor custo e 
requer apenas luz solar, a qual é renovável e abundante. Também é relatado que amêndoas 
de cacau secas ao sol apresentam melhor qualidade de sabor e menor acidez pelo lento 
processo de secagem que permite a volatilização de parte do ácido acético presente (Jinap, 
1994).  
2.1.5.3.1 Microrganismos na Secagem do Cacau 
Como há uma diminuição na quantidade de água disponível, devido a redução da 
atividade de água (aw) das amêndoas, com o decorrer da secagem menos microrganismos 
são capazes de se desenvolver ao longo dos dias (Schwan & Wheals, 2004). No início da 
secagem as amêndoas ainda apresentam uma aw elevada, assim há condições para o 
desenvolvimento de bactérias, leveduras e fungos filamentosos.  
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FIGURA 5. PLATAFORMAS DE SECAGEM AO SOL (A) E SECADOR ARTIFICIAL (B). 
Considerando a velocidade de multiplicação, as bactérias e leveduras possuem 
vantagens competitivas sobre os fungos nas condições de alta aw encontradas nos  primeiros 
dias, porém em virtude do pH relativamente baixo do cacau fermentado há uma certa 
restrição quanto aos grupos bacterianos capazes de se desenvolver. A microbiota bacteriana 
nas amêndoas fermentadas e secas é constituída predominantemente pelo gênero Bacillus 
(Ostovar & Keeney, 1973). 
Com a diminuição da aw tanto a multiplicação de bactérias quanto a de leveduras é 
interrompida, no entanto ainda há água suficiente para sustentar o desenvolvimento de 
fungos. A multiplicação de  Aspergillus flavus, A.ochraceus e A. parasiticus já foi 
verificada com uma aw  mínima de 0,78 e alguns gêneros de fungos xerofílicos como o 
Xeromyces sp. podem se desenvolver em aw de 0,61 (Pitt & Hocking, 1997).    
Quando as amêndoas de cacau atingem 6-8% de umidade, elas são transferidas para o 
local de estocagem  onde permanecem até o momento da comercialização. 
2.1.5.4 Estocagem 
Devido as práticas comerciais e procedimentos de manufatura, as amêndoas 
fermentadas e secas permanecem estocadas por períodos que em geral variam de 1 a 12 
meses nas fazendas (Figura 6), em estoques de compradores intermediários ou nas fábricas 
processadoras de chocolate. A qualidade das amêndoas pode variar em função da 
temperatura, condições de ventilação e umidade relativa do ar (Thompson et al., 2001). 
2.1.5.4.1 Microrganismos na Estocagem do Cacau 
A eficiência da secagem irá determinar a conservação e durabilidade do produto. Se 
A B 
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as amêndoas chegam no local de estocagem com 6-8% de umidade e permanecem em um 
ambiente com umidade relativa entre 65 e 70%, estas manterão a umidade inicial, resistindo 
ao ataque de fungos e infestação por insetos (Thompson et al., 2001).  
 
 
FIGURA 6. ESTOCAGEM DE CACAU NAS FAZENDAS. 
Em condições de substrato não favoráveis ao desenvolvimento de fungos, como em 
baixa aw, os esporos fúngicos presentes podem permanecer viáveis por longos períodos, 
mesmo sem haver crescimento vegetativo das hifas. Estocagem de cacau em ambientes 
com alta umidade relativa ou que apresente flutuações de temperatura que permitam 
migração da umidade, podem propiciar condições adequadas para germinação dos esporos, 
crescimento fúngico e deterioração das amêndoas (química, sensorial e toxicológica), 
provocando alterações irreversíveis na qualidade do produto a ser processado 
industrialmente.  
2.1.6 Processamento secundário do Cacau 
A industrialização do cacau comercial compreende um conjunto de operações  e 
técnicas aplicadas sobre a matéria-prima de maneira a produzir uma diversidade de 
produtos que posteriormente serão comercializados (Figura 7).  
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FIGURA 7. PRODUTOS DO PROCESSAMENTO SECUNDÁRIO DO CACAU: AMÊNDOA (A), CASCA 
(B), AMÊNDOA TORRADA (C), NIBS (D), LIQUOR (E), MANTEIGA (F), TORTA (G), PÓ (H, I, J). 
Um resumo esquemático das fases de industrialização do cacau pode ser visualizado 
na Figura 8. 
 
FIGURA 8. FLUXOGRAMA DAS ETAPAS DO PROCESSAMENTO SECUNDÁRIO DO CACAU. 
A B 
H G F 
E D C 
J I 
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2.1.6.1 Limpeza das amêndoas fermentadas e secas 
O processamento industrial do cacau tem início com a separação de impurezas 
(fibras, insetos, pedras, metais, etc.) que podem eventualmente estar presentes nos lotes de  
amêndoas de cacau a serem processadas e que podem interferir nas demais fases que se 
seguirão (Minifie, 1999; Ferrão, 2002; Beckett, 2008).  
Muitas impurezas são rígidas e podem causar dano aos equipamentos utilizados para 
moagem das amêndoas e contaminantes orgânicos irão queimar durante a torração, 
liberando gases que poderão interferir negativamente no sabor do cacau. Para a limpeza são 
adotados conjuntamente diferentes procedimentos, como utilização de magnetos, ventilação 
e vibração (Ferrão, 2002; Beckett, 2008). As amêndoas de cacau livres de impurezas são 
então encaminhadas para a fase de  tratamento térmico. 
2.1.6.2 Torração 
A torra do cacau tem como objetivo fundamental completar o desenvolvimento das 
reações químicas responsáveis pela formação das características sensoriais de sabor e cor 
de “chocolate” iniciadas durante a fermentação. Complementarmente ocorre importante 
diminuição no conteúdo de água, de ácidos voláteis e de outras substâncias que contribuem 
para o amargor e a acidez,  e do número de microrganismos presentes nas amêndoas, além 
de auxiliar na separação da casca para o processo que se seguirá (Minifie, 1999; Ferrão, 
2002; Beckett, 2008). 
 A torração é uma etapa extremamente importante na tecnologia do processamento do 
cacau e fabricação do chocolate, devendo-se adotar diferentes associações de tempo e 
temperatura conforme as características sensoriais e tecnológicas que se deseja obter no 
produto final (Minifie, 1999).  
A torração pode ser realizada em diferentes fases de processamento, seja da amêndoa, 
do nibs, ou do liquor. 
2.1.6.2.1 Torração da Amêndoa inteira 
É o processo mais antigo e ainda adotado em muitas fábricas de processamento de 
cacau. Sua principal vantagem é facilitar a remoção da casca, aumentando o rendimento da 
porção nibs, já que a casca torna-se quebradiça e é facilmente eliminada através da 
ventilação. Como principal desvantagem está a heterogeneidade da torração obtida em 
  
 
18 
virtude das diferenças de tamanho apresentadas pelas amêndoas. Adicionalmente, há perda 
de manteiga (0,5%) que se funde e migra para a casca, que será eliminada, além da 
necessidade de maior consumo de energia para completar o processo (Beckett, 2008). 
2.1.6.2.2 Torração de Nibs  ou do Liquor 
Como em geral a casca encontra-se bastante aderida a amêndoa, faz-se necessário um 
pré-tratamento no qual as amêndoas são expostas a calor intenso na superfície 
(micronização) por um curto período de tempo, seguindo então para as máquinas de 
descascagem e adicionalmente para a moagem no caso da torração do liquor (Beckett, 
2008). Como principal vantagem está a torração mais homogênea do produto, economia de 
energia no processo e a eliminação de materiais que podem estar aderidos à casca e que 
podem conferir cheiros indesejáveis ao nibs. A principal desvantagem é o menor 
rendimento de nibs já que a remoção da casca é mais difícil (Ferrão, 2002).  
2.1.6.3 Moagem dos Nibs e obtenção do Liquor 
Conforme exposto anteriormente, o nibs são obtidos após a separação dos 
cotilédones da casca e do gérmen, os quais são eliminados após o pré-tratamento e 
fragmentação das amêndoas.  A próxima etapa do processamento do cacau envolve a 
moagem dos nibs, que devido ao alto teor de gordura (55%) e calor liberado na operação os 
converte em uma massa fluída de coloração marrom escura, o liquor (Ferrão, 2002; 
Beckett, 2008) .  
Os objetivos da moagem dos nibs são: reduzir suficientemente o tamanho das 
partículas de cacau para que possam ser transformadas em chocolate e principalmente 
remover o máximo de gordura possível do interior das células do cotilédone, melhorando a 
viscosidade do liquor  e facilitando a subseqüente separação das frações torta e manteiga de 
cacau (Beckett, 2008). 
A maior parte do liquor que será utilizado para a produção de pó de cacau é  
submetido ao processo de alcalinização, enquanto apenas uma pequena parte de liquor 
utilizado para a produção de chocolate sofre tal tratamento álcali (Minifie, 1999; Beckett, 
2008). 
2.1.6.3.1 Alcalinização 
O processo de alcalinização foi desenvolvido na Holanda em 1828 e visa aumentar 
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a dispersibilidade do pós de cacau em soluções aquosas além da obtenção de diferentes 
tonalidades de pó de cacau conforme o grau de alcalinização aplicado (Minifie, 1999, 
Beckett, 2008).   
O processo consiste no tratamento das amêndoas (em desuso), nibs, liquor ou pó de 
cacau com soluções ou suspensões de álcalis. Em geral são utilizados carbonatos de sódio 
ou potássio, usualmente na proporção máxima de 2,5 a 3 equivalentes álcali por 100 partes 
de cacau. A alcalinização obviamente eleva o pH, que para a maioria das amêndoas 
fermentadas varia de 5.2 a 5.6, para um valor entre 6.8 e 7.5, ou mesmo 8.5 no caso do pó 
de cacau preto, utilizado como corante (Minifie,1999). 
2.1.6.4 Prensagem e obtenção da Torta e Manteiga  
Posterior a obtenção do liquor, e seguindo na linha para obtenção do cacau em pó, 
há uma etapa de prensagem a qual o liquor é submetido à alta pressão e temperaturas entre 
95 e 105°C para separação da manteiga de cacau, que é o produto de maior valor agregado 
em uma processadora de cacau, e paralelamente gerando a torta, com teor de gordura 
reduzido (12-22%) e alta concentração de “sólidos” de cacau, ou cacau propriamente dito 
(Minifie, 1999; Ferrão, 2002; Beckett, 2008). 
Uma vez obtida a torta, é necessário que a mesma seja reduzida a pó através de 
sucessivas moagens (Minifie, 1999; Beckett, 2008). 
2.1.6.5 Moagem e produção do Pó de Cacau 
Com a prensagem, as partículas de cacau e a gordura residual tornam-se densamente 
compactadas na torta e usualmente são submetidas a uma etapa de quebra antes de serem 
reduzidas a pó em moinhos (Minifie, 1999).  
Uma parte pó de cacau é flavorizada com baunilha, canela e outros condimentos, e é  
destinada a produção de bebidas achocolatadas, produtos de confeitaria e achocolatados 
(Minifie, 1999; Beckett, 2008). 
2.1.6.6 Processamento do Chocolate 
A outra linha de obtenção de produtos processados de cacau, que se ramifica após a 
obtenção do liquor, tem como produto final o chocolate. O chocolate é definido pelos 
padrões do Codex (Codex Alimentarius, 2003) como o produto homogêneo, obtido por um 
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adequado processo de manufatura de produtos de cacau, podendo ou não ser combinado 
com leite e derivados, açúcares ou adoçantes, além de outros aditivos e agentes 
flavorizantes. 
 A fabricação de chocolate em barra, pelo método convencional é composta de seis 
etapas básicas: mistura, refino, conchagem, temperagem, moldagem e resfriamento. 
2.1.6.6.1 Mistura 
Nesta fase os produtos de cacau e os outros ingredientes são misturados até a 
obtenção de uma massa homogênea e com consistência plástica adequada ao refino. A 
definição dos tipos e quantidade de ingredientes depende da formulação utilizada e do tipo 
de chocolate que será fabricado, podendo incluir além dos derivados de cacau (liquor e 
manteiga), açúcar, leite em pó e baunilha (Minifie, 1999; Ferrão, 2002).  
2.1.6.6.2 Refino 
Uma vez misturados os ingredientes, a massa é refinada em moinho de cilindros, 
sendo que a distância entre estes é ajustada de modo a reduzir progressivamente o tamanho 
das partículas e completar a homogeneização da mistura. Essa etapa tem um papel 
fundamental para a formação da textura, comportamento de fusão e propriedades reológicas 
do chocolate (Cohen et al., 2004).  
2.1.6.6.3 Conchagem 
A conchagem é umas das fases mais decisivas sobre a qualidade do chocolate a ser 
produzido. Na conchagem, a massa é continuamente agitada e cisalhada, geralmente sob 
temperatura entre 45 e 100oC, ocorrendo tanto alteração nas propriedades físicas quanto 
aceleração de processos enzimáticos que alterarão o sabor do produto final (Ferrão, 2002).  
Nessa etapa ocorrem redução da acidez (eliminação de ácidos voláteis indesejáveis), 
reação de Maillard (aperfeiçoamento da cor e do sabor) e redução da umidade (diminuição 
da viscosidade). É uma operação demorada, que pode durar horas ou dias, dependendo do 
tipo de chocolate a ser fabricado, da temperatura aplicada, do tipo de concha, da umidade 
inicial da massa e umidade final desejada no produto. Chocolates com maior teor de liquor 
de cacau requerem um maior tempo de conchagem, assim como chocolates sem leite 
exigem temperaturas mais elevadas (70-85oC) do que chocolates com a adição deste (50-
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65oC) (Vissotto, 2000; Cohen et al., 2004). 
2.1.6.6.4 Temperagem (pré cristalização), resfriamento e moldagem 
A temperagem é, essencialmente, uma pré-cristalização controlada da manteiga de 
cacau em que, por meio de tratamentos térmicos (40-45oC) e mecânicos, se produz uma 
porcentagem específica de cristais na forma mais estável. Cerca de 2-4% da gordura 
presente na formulação é cristalizada na temperagem, sendo que o restante será cristalizado 
durante o resfriamento e armazenamento. A manteiga de cacau, quando cristalizada na 
forma estável, responde por diversas características de qualidade do chocolate, como brilho, 
contração do volume facilitando a desmoldagem, dureza e quebra à temperatura ambiente, 
rápida e completa fusão na boca, rápido desprendimento do aroma e do sabor na degustação 
(Cohen et al., 2004). 
2.1.6.6.5 Tipos de chocolate 
De acordo com a quantidade de derivados de cacau, leite e açúcar em sua 
composição, o chocolate recebe diferentes classificações. Os tipos mais freqüentemente 
comercializados no Brasil são meio-amargo, ao leite e branco;  que serão descritos 
seguindo as especificações contidas nas normas do codex alimentarius que tratam sobre 
padrões de chocolate (Codex Alimentarius, 2003). 
Chocolate Meio-Amargo 
Contém, com base na matéria seca, não menos que 35% de sólidos de cacau, dos 
quais não menos que 18% devem ser manteiga de cacau e não menos que 14% devem ser 
sólidos de cacau livres de gordura. 
Chocolate ao Leite 
Contém, com base na matéria seca, não menos que 25% de sólidos de cacau 
(incluindo um mínimo de 2,5% de sólidos de cacau livres de gordura) e um teor mínimo de 
sólidos derivados de leite entre 12 e 14% (incluindo um mínimo de gordura de leite entre  
2,5 e 3,5%).  
Chocolate Branco 
O chocolate branco contém, com base em matéria seca, não menos que 20% de 
manteiga de cacau e não menos que 14% de sólidos derivados de leite (incluindo um 
mínimo de gordura de leite entre  2,5 e 3,5%). 
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2.1.6.7 Microbiologia dos produtos processados de cacau e chocolate 
As grandes fábricas que utilizam o cacau como ingrediente para a confecção de seus 
produtos tem se tornado cada vez mais conscientes e exigentes quanto ao risco potencial de 
atividade microbiológica do produto que  adquirem (Minifie, 1999). 
As amêndoas de cacau fermentadas e secas chegam nas unidades industriais com 
altas contagens microbianas, que deverão ser reduzidas nas etapas de processamento 
subseqüentes. O processo de torração das amêndoas não necessariamente reduzirá estes 
valores a níveis aceitáveis, uma vez que segundo Banile et al (1970) a redução alcançada 
após tratamento térmico por 30-40 min a 145-150°C é de dois ciclos logarítmicos. No 
entanto é esperado que as etapas seguintes de alcalinização, moagem do liquor e prensagem 
da torta tornem o produto livre de contaminação microbiana (Minifie, 1999). 
No caso do pó de cacau, a microbiota final é quase exclusivamente introduzida nos 
processos subseqüentes de moagem da torta, pelos microrganismos presentes no ambiente 
fabril (Minifie, 1999), sendo principalmente composta por bactérias formadoras de esporos 
do gênero Bacillus, com destaque aos  B. licheniformis e  B. cereus (Gabis et al., 1970). 
Segundo Minifie (1999), o pó de cacau pode apresentar enzimas lipolíticas ativas 
devido à prévia atividade bacteriana e/ou fúngica. Isto é preocupante quando este pó de 
cacau é utilizado para produção de confeitos na qual são adicionadas gorduras vegetais com 
alto teor de ácido graxo láurico, podendo haver reação de hidrólise com o decorrer do 
período de estocagem. 
No que concerne ao chocolate, a Comissão Internacional de Especificações 
Microbiológicas para Alimentos (ICMSF, 2005) preconiza que as etapas subseqüentes de 
processamento (mistura, refino, conchagem e temperagem) apresentam apenas uma baixa 
influência sobre a microbiota final do produto, e que mesmo se temperaturas de 60-80°C 
forem atingidas durante a conchagem, os microrganismos permanecem protegidos pela 
baixa aw e pelo alto teor de gordura apresentados pelo chocolate.  
Uma pequena alteração na distribuição das espécies pode ser observada após a adição 
de ingredientes como leite em pó e açúcar; e a presença de bactérias não formadoras de 
esporos como Salmonella sp. e coliformes encontrados poderiam ser procedentes destes 
ingredientes ou devido a recontaminação ambiental. 
A Salmonella sp. é o único patógeno preocupante que ocorre em chocolate e pó de 
cacau. Surtos decorrentes do consumo de chocolate são conhecidas desde 1960 (D’Aoust, 
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1977) e continuam ocorrendo até hoje apesar do desenvolvimento tecnológico ocorrido no 
período.  Por sua baixa atividade de água, o chocolate não permite a multiplicação de 
Salmonella sp., no entanto algumas características suas são destacadas por Cordier (1994) 
como predisponentes a surtos: 
1o) Longa persistência da bactéria no produto contaminado, havendo relatos de 
sobrevivência por vários anos.  
2o) A dose infectante necessária é extremamente baixa, uma vez que os componentes 
do chocolate protegem as células bacterianas da digestão ácida no estômago, a colonização 
é favorecida.  
3o) Maior resistência térmica de Salmonella sp. no chocolate, provavelmente em 
função da baixa atividade de água e alto conteúdo de gordura.  
De 1970 até 2002, seis grandes surtos foram relatados e bem documentados. Na 
maioria dos casos, os surtos foram epidêmicos, disseminados geograficamente e atingiram 
um grande número de pessoas, principalmente crianças (Werber et al., 2005). Nos surtos 
investigados, a dose infectante média encontrada para Salmonella Napoli foi de 1,6 
células/g, para Salmonella Eastbourne foi de 0,2 a 1,0 células/g e para Salmonella Nima foi 
0,005 a 0,025 células/g. 
Quanto ao aspecto deteriorativo, não é esperada deterioração microbiana no chocolate 
devido aos seus baixos valores de aw. No entanto foi descrito o isolamento de fungos 
xerofílicos como Bettsia alvei, Chrysosporium xerophilum e Neosartorya glabra em 
chocolate e confeitos de chocolate deteriorados (ICMSF, 2005; Kinderlerer, 1997). 
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2.2 MICOLOGIA E MICOTOXICOLOGIA DE ALIMENTOS 
Existe uma longa tradição no uso de alguns fungos na fermentação da cerveja, vinho 
e pão, assim como para produção de queijo ou salame. Além das alterações produzidas no 
sabor, odor e textura dos alimentos durante a multiplicação dos fungos, muitas espécies são 
capazes de biossintetizar metabólitos tóxicos tanto ao homem quanto aos animais, 
incrementando notavelmente o interesse por este grupo de microrganismos, fato  
responsável pela emergência da Micologia de Alimentos dentro do campo da Microbiologia 
Alimentar, o que aumentou sensivelmente o número de pesquisas realizadas sobre o tema 
nos últimos anos (Pitt & Hocking, 1997). 
2.2.1 Micologia de alimentos  
Até algumas décadas atrás os fungos presentes em alimentos eram tratados 
simplesmente como “fungos” e o reconhecimento de um determinado gênero ou espécies 
era geralmente considerado desnecessário (Williams et al., 2006). Entretanto, o que 
modificou substancialmente a atitude do homem frente à contaminação fúngica dos 
alimentos e deu uma nova dimensão à micologia alimentar, foi a descoberta de que muitos 
dos fungos contaminantes de alimentos são capazes de produzir uma grande variedade de 
substâncias tóxicas (Fernandez Pinto & Vaamonde, 1996). 
O tipo e a quantidade de micotoxinas que podem estar presentes em um alimento 
dependem completamente dos fatores intrínsecos e dos parâmetros de processamento de um 
gênero alimentício em particular (Filtenborg et al., 1996). Como existem centenas de 
diferentes micotoxinas que podem estar presentes em alimentos, é inviável a precisa 
detecção de cada uma delas separadamente. Métodos capazes de identificar fungos em 
alimentos podem ser mais úteis e menos dispendiosos para a avaliação dos possíveis riscos 
acarretados por uma contaminação fúngica, do que a avaliação individual de cada 
micotoxina (De Ruiter et al., 1993), uma vez que o conhecimento da micobiota associada a 
um determinado produto em um determinado local possibilita  prever os riscos de 
contaminação e desta forma restringe as pesquisas às eventuais micotoxinas presentes 
(Frisvad & Samson, 1991). 
Durante o desenvolvimento das espécies também podem ser produzidas substâncias 
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voláteis (como dimetilsulfetos e 2-metil-isoborneol), as quais afetam a qualidade sensorial 
de alimentos e bebidas mesmo quando presentes em quantidades bastante reduzidas (Pitt & 
Hocking, 1997; Samson et al., 2002).  
Uma vez que a micologia de alimentos é predominantemente preocupada com 
deterioração e potencial deteriorativo, ela parte do alimento e avalia sua composição, 
características do processamento e condições de estocagem para então se dirigir aos grupos 
de microrganismos que podem contornar estes fatores limitantes (baixa atividade de água, 
resistência a conservantes, sobrevivência a pasteurização, etc.) e tornarem-se problemáticos 
(Williams et al.,2006).  
2.2.1.1 Métodos de isolamento de fungos 
Há pouco tempo Filtenborg et al. (1996) reportaram que muitos alimentos apresentam 
um grupo específico de fungos deterioradores,  conhecidos como micobiota associada, a 
qual em geral   é composta por não mais que 20 espécies. Do mesmo modo sabe-se que 
muitos fungos podem estar presentes e serem isolados de alimentos nos quais eles nunca ou 
apenas raramente serão capazes de deteriorar (Williams et al., 2006). Ou seja, a 
interpretação dos resultados de isolamento e identificação é uma característica essencial em 
micologia de alimentos.  
Um grande número de métodos têm sido desenvolvidos para a investigação de fungos 
em alimentos. Até recentemente os métodos eram baseados em meios bacteriológicos já 
conhecidos ou em meios utilizados em micologia médica, onde bactérias e fungos 
patogênicos requerem elevada atividade de água, alta temperatura e baixa concentração de 
carboidratos. Por outro lado, para os típicos fungos de ocorrência em alimentos, os quais 
em geral provêm de substratos com umidade intermediária e estão adaptados a 
disponibilidade de água reduzida, temperaturas mais baixas e freqüentemente altas 
concentrações de carboidratos, aqueles meios mostraram-se inadequados (Samson et al., 
1996). 
Assim, diante da necessidade de métodos micológicos padronizados e específicos 
para análise de alimentos, foi formado um grupo internacional,  a Comissão Internacional 
de Micologia de Alimentos (ICFM), do qual resultaram duas publicações importantes que 
resumem os avanços na área,  King et al. (1986) e Samson et al. (1992). 
A escolha dos métodos de detecção, quantificação e identificação de fungos em 
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alimentos depende dos propósitos do estudo. Conhecer a micobiota total do alimento ou 
comodidade agrícola pode ser relevante quando se quer conhecer a micobiota que pode 
estar presente em fases seguintes da produção, caso contrário, é recomendada a adoção de 
métodos que  avaliem a micobiota que está se desenvolvendo no alimento e para tanto o 
cultivo em placas contendo meios específicos  é a prática mais difundida. 
Os dois métodos de referência para estimar a presença de fungos em alimentos são o 
plaqueamento por diluição e o plaqueamento direto. O primeiro é adequado a alimentos 
líquidos ou em pó, e o segundo é adequado à análise de alimentos particularizados (Pitt & 
Hocking, 1997; Samson et al., 2002).  
Para o preparo dos alimentos a ser analisados, os mesmos podem ser desinfectados 
superficialmente com uma solução comercial de hipoclorito de sódio a 0.4% durante 1-2 
minutos para remover a contaminação superficial inevitável que se origina do ambiente, de 
forma a recuperar só os fungos que estão realmente se desenvolvendo no substrato em 
questão.   
Nos métodos por diluição, os resultados são expressos em contagens  de unidades 
formadoras de colônia por grama de amostra. No plaqueamento direto, os resultados são 
expressos em número ou porcentagem de partículas colonizadas ou infectadas.   
Além da seleção do método, a escolha dos meios de cultivo e das condições de 
incubação é de grande importância para permitir o crescimento dos fungos que se deseja 
pesquisar, havendo meios específicos para atender a inúmeros objetivos. Serão abordados 
nesta tese apenas meios de cultivo gerais, uma descrição sobre meios de isolamento e 
cultivo específicos pode ser encontrada em Pitt & Hocking (1997) e Samson et al. (2002).  
Os dois meios recomendados pela ICFM para isolamento geral de fungos e 
amplamente utilizados em micologia alimentos são o agar dicloram glicerol 18% (DG18), 
que se destina a pesquisar fungos capazes de  crescer em alimentos de umidade 
intermediária,  com valores de atividade de água mais baixa (< 0,95), e o agar com 
dicloram, rosa de bengala e cloranfenicol (DRBC), que se destina à análise micológica de 
alimentos frescos e bebidas,  com atividades de água elevadas (> 0,95).  
Seguinte ao isolamento e enumeração dos fungos a partir das amostras, é necessário 
proceder a identificação a nível de gênero e/ou espécie. O conhecimento mais específico 
dos fungos envolvidos na deterioração de um alimento permite otimizar as medidas 
preservativas e higiênicas a serem adotadas durante seu processamento. Do mesmo modo, o 
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entendimento da biologia de cada fungo possibilita uma melhor visualização da 
problemática envolvida e desta maneira facilita a tomada de decisão e o emprego de 
métodos efetivos para controle nos pontos críticos de contaminação na cadeia produtiva de 
alimentos.  
2.2.1.2 Identificação de fungos 
A identificação de fungos é tradicionalmente baseada na observação de características 
macromorfológicas visualizadas nos cultivos, como coloração da colônia no verso e 
reverso, velocidade de crescimento, produção de pigmento solúvel e exudato, presença de 
estruturas diferenciadas (esclerócios, esporodóquios etc.) e sexuais (cleistotécio, 
gimnotécio etc.) além das características micromorfológicas observadas com auxílio de 
microscopia, como segmentação das hifas, diferenciação, tamanho e estrutura do  corpo de 
frutificação, tamanho e ornamentação dos esporos, presença de estruturas de reprodução 
sexuada e presença de estruturas diferenciadas (células de Hülle, clamidósporos, etc.) (Pitt 
& Hocking, 1997; Samson et al., 2002). 
Existem meios de cultivo e condições de incubação padronizadas, que são 
recomendados para cada grupo de fungos, assim a identificação morfológica tem se tornado 
uma tarefa menos complexa. Para identificações rotineiras de grandes números de isolados, 
a identificação morfológica baseada em manuais e chaves ainda é a escolha de eleição. No 
entanto, certas espécies de fungos não são passíveis de identificação até à espécie apenas 
com base na morfologia, visto que constituem agregados de diferentes espécies definidas 
molecularmente e/ou com base no seu perfil metabólico.  Nestes caso, após a identificação 
morfológica do agregado, é necessário usar outras técnicas de identificação específicas para 
discriminação dos isolados, o que é denominado genericamente de taxonomia polifásica. 
O termo taxonomia polifásica foi introduzido em 1970 por Colwell (1970), para se 
referir a uma taxonomia que reúne e assimila muitos níveis de informação, de molecular a 
ecológico, e incorpora diversas porções de informações, distintas e separáveis, extraídas de 
um sistema não homogêneo para um campo multidimensional de taxonomia. Atualmente a 
taxonomia polifásica refere-se a uma taxonomia de consenso e objetiva utilizar todos os 
dados disponíveis para o delineamento  da conclusão final. 
Seguindo esta linha, em micologia têm sido adotados diferentes meios de cultivo para 
melhor observação das características morfológicas e fisiológicas, além de nos últimos anos 
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ter havido um grande incremento no conhecimento e utilização de dados moleculares sobre 
o perfil genético e de metabolismo secundário das espécies de maior ocorrência em 
alimentos.  
Um metabólito secundário fúngico é um composto químico produzido por um 
número limitado de espécies em um gênero, e possui um alto poder de diferenciação. Um 
perfil de metabólitos secundários consiste de todos os compostos que um fungo pode 
produzir em um determinado substrato, incluindo antibióticos e micotoxinas (Frisvad et al., 
2008). 
O primeiro gênero anamórfico a ser estudado em detalhes usando o perfil de 
metabólitos secundários foi Penicillium subgênero Penicillium (Frisvad & Filtenborg 
1983). Foi concluído que todas as espécies produziam consistentemente perfis altamente 
espécie-específicos de metabólitos secundários. Similarmente, espécies de Aspergillus 
possuem perfis altamente específicos de metabólitos secundários que remetem a mesma 
espécie indicada através da morfologia, fisiologia e dados de seqüência de DNA. Por 
exemplo, isolados de Aspergillus das seções Flavi, Nigri e Circumdati, onde se encontram 
as principais espécies produtoras de ocra e aflatoxinas, produzem um grande número de 
metabólitos e geralmente permite uma correta identificação ao nível de espécie (Frisvad et 
al. 2004a e b, Frisvad et al., 2008).  
A seguir será apresentado um maior detalhamento sobre  Aspergillus sp. devido a 
relevância do gênero para esta tese. 
2.2.2 Gênero Aspergillus 
 O gênero Aspergillus foi descrito há quase 300 anos e é considerado um dos fungos 
filamentosos mais conhecidos, uma vez que compreende fungos filamentosos utilizados 
para produção de químicos (p. ex. ácido cítrico por Aspergillus niger), alimentos 
fermentados (p. ex. molho de soja por Aspergillus oryzae), enzimas (p. ex. amilases por A. 
niger) e para biotransformação (p. ex. A. niger). Por outro lado as espécies de Aspergillus 
são também conhecidas por estarem entre os mais tóxicos deteriorantes de alimentos e 
rações (p. ex. A. flavus), e algumas espécies serem também patogênicas para o homem e 
animais (p. ex. A. fumigatus) (Pitt & Hocking, 1997). 
As espécies de Aspergillus competem com Penicillium e Fusarium pelo domínio em 
alimentos e culturas agrícolas. Os Aspergillus sp. geralmente são capazes de crescer em 
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temperaturas mais elevadas e em atividades de água mais baixas que os Penicillium sp., e 
apesar de requererem maior tempo para esporular, em geral produzem esporos mais 
resistentes a luz e substâncias químicas (Hocking, 2006).  
As espécies de Aspergillus dominam a deterioração de alimentos nos trópicos 
enquanto que em zonas temperadas as espécies de Penicillum são as mais comuns (Samson 
et al., 2002). 
O gênero Aspergillus pertence à classe dos hifomicetos, apresenta colônias em 
diferentes colorações a partir das quais podem ser observadas estruturas de frutificação 
diferenciadas. Os conidióforos emergem de hifas grandes e com parede espessa, e terminam 
na forma de vesícula em geral esférica, de onde  surgem métulas ou métulas e fiálides que 
originarão esporos fúngicos, neste caso conídios (Figura 9) (Klich & Pitt, 1988). 
 
 
FIGURA 9. OBSERVAÇÃO MICROSCÓPICA DE CONIDIÓFORO E CONÍDIOS DE Aspergillus sp (A & 
B) E CLEISTOTÉCIO, ASCOS E ASCOSPOROS DO GÊNERO Eurotium sp (B) (400X).  
A taxonomia tradicional do gênero Aspergillus, baseada apenas em características 
fenotípicas, geralmente fornece uma delimitação satisfatória do táxon, porém ocorrem 
muitas variações morfológicas em algumas seções, resultando em esquemas taxonômicos 
discutíveis (Samson et al., 2006). Assim, nos últimos anos a taxonomia deste gênero e de 
seus teleomorfos tem sido re-investigada (Frisvad et al., 2004; Samson et al., 2004; Hong et 
al., 2005; Samson & Varga, 2007) através da utilização de abordagem polifásica, 
objetivando avaliar a variabilidade dentro das espécies. Cepas de Aspergillus foram 
examinadas quanto as suas características de crescimento, macro e micromorfologia, perfil 
de metabólitos secundários e seqüência de genes da ß-tubulina.  
A B 
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Dentre os Aspergillus, existem espécies capazes de realizar reprodução sexuada. 
Estes estados teleomórficos pertencem à família Trichomataceae dos Ascomycota, e fazem 
parte de pelo menos 8 diferentes gêneros caracterizados pela formação de ascos que contêm 
ascosporos (Figura 9B). Destes, apenas 3 gêneros (Eurotium, Neosartorya e Emericella) 
ocorrem em alimentos. As espécies de Eurotium (Figura 9B) (anteriormente conhecidas 
como grupo dos Aspergillus glaucus) são as mais comuns e importantes dentre os gêneros 
que possuem Aspergillus como anamorfo. Todas as espécies são xerofílicas e apresentam 
importância na deterioração de alimentos com baixa atividade de água e comodidades 
agrícolas estocadas (Hocking, 2006).  
Inúmeras espécies de Aspergillus têm sido listadas como capazes de produzir 
metabólitos tóxicos (Samson et al., 2002; Frisvad et al., 2004a; Samson et al., 2004; 
Frisvad et al., 2005; Hong et al., 2005; Samson & Varga 2007), dentre os quais a aflatoxina 
é sem dúvida a mais conhecida. A existência de espécies toxigênicas mostra que uma 
correta identificação de isolados a partir de alimentos e o conhecimento da ecologia destes 
fungos é particularmente importante (Hocking, 2006).  
2.2.2.1 Ocorrência de espécies de Aspergillus em cacau 
A presença de Aspergillus sp. em cacau tem sido documentada em recentes estudos 
avaliando ocorrência de fungos em cacau (Amezqueta et al,2008; Mounjouenpou et al., 
2008; Sanchez-Hervas et al., 2008).  
Mounjouenpou et al. (2008) reporta a ocorrência de espécies de Aspergillus em todas 
as fases de processamento primário das amêndoas de cacau, com destaque para as espécies 
produtoras de ocratoxina A da seção Nigri. Nesse estudo foram isoladas as espécies 
Aspergillus carbonarius, A. flavus, A. fumigatus, A. niger, A. tamarii e A. versicolor. 
A investigação conduzida por Sanchez-Hervas et al.(2008) se restringiu à análise de 
amêndoas já fermentadas e secas, nas quais o gênero Aspergillus respondeu por 88% dos 
fungos isolados. Os membros da seção Flavi foram os que apresentaram maior prevalência 
(51%), seguidos pelos representantes da seção Nigri (32,8%), seções de grande importância 
por abrangerem importantes espécies produtoras de aflatoxinas e ocratoxina, 
respectivamente. 
 Essa presença de fungos toxigênicos em cacau expõe a possibilidade de 
contaminação dessa importante comodidade agrícola por micotoxinas, compostos que 
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diferem muito em suas propriedades químicas, biológicas e toxicológicas, sendo que quanto 
mais complexa for sua rota biossintética, mais restrito é o número de fungos capaz de 
sintetizá-la. 
2.2.3 Micotoxicologia de alimentos 
Há muitos séculos têm-se conhecimento da toxidez de algumas espécies fúngicas, 
entretanto somente em 1850, ao se relacionar  ingestão de centeio contaminado por 
Claviceps purpurea às manifestações clínicas de ergotismo, considerou-se a possibilidade 
da ingestão de metabólitos fúngicos apresentar risco a saúde humana e animal.  
A era de pesquisas sobre micotoxinas teve início na década de 60 como conseqüência 
direta de uma epidemia em perus ocorrida na Inglaterra, tendo sido denominada de 
‘Enfermidade X dos Perus’. Estudos epidemiológicos revelaram que a síndrome estava 
relacionada com a farinha de amendoim contida na ração das aves. Um ano depois se 
instituiu que o Aspergillus flavus era o fungo responsável por tal enfermidade, tendo sido 
denominadas aflatoxinas os seus metabólitos secundários responsáveis pelo quadro tóxico 
da epidemia (Spensley, 1963). Devido a esse fato, nesta época foram iniciadas várias 
pesquisas em alimentos visando à detecção de fungos toxigênicos, e o período entre 1960 e 
1975 tem sido denominado “The mycotoxin gold rush” devido a grande quantidade de 
cientistas que se uniram em uma bem fundada pesquisa sobre estes agentes toxigênicos 
bem como de seus produtos de metabolismo secundário, em especial das micotoxinas 
(Maggon et al., 1977).  
Dependendo da definição adotada, e sabendo-se que a maioria das toxinas fúngicas 
ocorrem em famílias, em torno de 300 a 400 compostos são atualmente reconhecidos como 
micotoxinas, dos quais cerca de uma dúzia de grupos recebe atenção devido às conhecidas 
implicações à saúde humana e animal (Cole & Cox, 1981). 
As micotoxinas são substâncias sintetizadas, sob determinadas condições, durante a 
multiplicação dos fungos. Algumas delas permanecem restritas ao micélio fúngico 
enquanto que a maior parte é secretada no substrato. Sabe-se que a maioria das micotoxinas 
é bastante resistente aos tratamentos químicos e físicos e, uma vez presentes nos alimentos, 
sofrem pouca alteração durante o processamento e estocagem (Filtenborg et al., 1996).  
As micotoxinas são produtos naturais de baixo peso molecular produzidas durante o 
metabolismo secundário de fungos filamentosos. Estes metabólitos constituem um grupo 
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toxigênica e quimicamente bastante heterogêneo, sendo agrupados por apresentarem uma 
origem comum e pelo fato de poderem causar doença e morte em seres humanos e outros 
vertebrados (Bennet & Klich, 2003). 
2.2.3.1 Efeitos toxicológicos das micotoxinas 
As toxinas fúngicas diferem muito nas suas propriedades químicas, biológicas e 
toxicológicas, e possuem como efeitos tóxicos mais importantes o desencadeamento de 
diversos tipos de tumores e supressão imune (IARC, 1993; Petska & Bondy, 1994). Ao 
serem ingeridas podem se fixar aos tecidos, apesar da maior parte ser metabolizada e 
eliminada através de fluidos biológicos. Uma característica importante é sua capacidade de 
afetar órgãos específicos sem provocar alterações evidentes nos demais, e  cuja gravidade 
depende da toxidez da micotoxina, do nível de exposição, idade, sexo e estado nutricional e 
dos possíveis efeitos sinérgicos com outros compostos químicos (Peraica et al., 1999).  
As micotoxicoses podem ser categorizadas como agudas ou crônicas. A toxidez 
aguda apresenta um rápido aparecimento de sintomas e uma pronta resposta a uma 
exposição a toxina, enquanto que a toxidez crônica é caracterizada por uma exposição a 
baixas dosagens durante um longo período de tempo, resultando em tumores e outros 
efeitos de maneira geral irreversíveis. As principais desordens causadas por micotoxinas 
estão relacionadas a exposições crônicas (indução tumoral, imunossupressão etc.),  
entretanto os episódios dos quais se têm melhor conhecimento micotoxicológico foram 
desencadeados devido à exposições agudas (doença X dos perus,  ergotismo humano, etc) 
(IARC, 1993). Na Tabela 2 estão indicadas as micotoxinas mais freqüentemente detectadas 
em alimentos bem como os efeitos tóxicos que provocam em animais.  
As micotoxinas mais estudadas, em virtude dos danos que causam à saúde humana ou 
animal e pelas perdas econômicas que desencadeiam na indústria de produção tanto vegetal 
quanto animal, são as aflatoxinas, fusariotoxinas e ocratoxinas. Devido a importância 
relacionada a pesquisa desta tese, será dada maior ênfase à ocratoxina A (OTA) e às 
aflatoxinas (AFs). 
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TABELA 2. OCORRÊNCIA DE MICOTOXINAS EM ALIMENTOS E SEUS EFEITOS TÓXICOS 
(ADAPTADO DE CAST, 2003)  
Micotoxina   Ocorrência em alimentos   Efeitos patológicos  
Aflatoxinas (B1, 
B2,  G1, G2)   
Amendoim, milho, trigo, 
arroz,  algodão, nozes, leite, 
ovos, queijo, figos, etc. 
Hepatoxidade, hiperplasia dos ductos 
biliares, hemorragia renal e do trato 
intestinal, carcinogênese. 
Aflatoxina M1   Leite  Semelhante a aflatoxina B1 . 
Citrinina   Trigo, cevada, milho e arroz  Nefrotoxicidade (necrose tubular do rim)  
Ácido 
Ciclopiazônico 
Milho, amendoim, queijo  Necrose muscular, lesões orais, hemorragia 
intestinal e edema. 
Ocratoxina 
  
Cereais (trigo, cevada, aveia 
e milho), feijão, amendoim, 
queijo, carne suína, café, 
passas, uvas, frutas secas, 
vinho, cacau 
Nefrotoxicidade, nefropatia porcina, danos 
hepáticos, enterite, teratogênese, 
carcinogênese, imunossupressão. 
Patulina   
  
Maçãs deterioradas, suco de 
maçã   
  
Edema cerebral e pulmões, danos nos 
capilares do pulmão, fígado, baço e rins,  
paralisia dos nervos motores e convulsões.  
Ácido penicílico   
  
Milho  armazenado, cereais, 
feijão desidratado, tabaco  
Danos hepáticos (fígado gordo, necrose 
celular) e rins, dilatação dos vasos 
sanguíneos, antidiurese, carcinogênese. 
Penitrens Queijo em creme, nozes 
inglesas, hambúrguer, 
cerveja 
Tremores, morte, incoordenação motora, 
diarréia com sangue. 
Esterigmatocistina   Café verde, trigo, queijos 
duros, ervilhas, algodão 
Carcinogênese, hepatoxicidade. 
Tricotecenos 
(toxina T-2, DAS,  
NEO, NIV, DON,  
HT-2,  FUS-X) 
 Milho, trigo, cevada, aveia   
  
Perturbações digestivas (emese, diarréia, 
recusa de alimentos), hemorragias de 
mucosas e tecidos), edema, lesões na pele e 
mucosas, desordens sanguíneas 
(leucopenia).  
Zearalenona   
  
Milho   
  
Efeitos estrogênicos (edema da vulva, 
prolapso vaginal, aumento do útero), atrofia  
dos testículos,  atrofia dos ovários, 
ginecomastia, aborto. 
Fumonisinas    Milho e derivados Leucoencefalomálacia equina e edema 
pulmonar suíno,  carcinogênese (câncer do 
esôfago). 
Alcalóides do 
ergot 
Cereais (trigo, centeio, 
aveia), milho 
Ergotismo (síndrome nervoso e gangrenal). 
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2.2.4 Ocratoxina A 
A OTA consiste quimicamente em uma dihidroisocumarina ligada através de 7 
grupos carboxílicos por uma ponte amida a L-fenilalanina, com propriedades fluorescentes 
(Figura 10). Sendo um derivado da dihidro-hidroxicumarina, atua como um xenobiótico 
anti-vitamina K, causando síndromes hemorrágicas em animais de laboratório (Biancardi & 
Riberzani, 1996).  
 
FIGURA 10. ESTRUTURA QUÍMICA DA OCRATOXINA A. 
Sua estrutura é similar ao aminoácido fenilalanina e por esta razão a OTA apresenta 
um efeito inibitório sobre inúmeras enzimas que utilizam fenilalanina como substrato, o 
que pode resultar na inibição da síntese protéica e também aumento na peroxidação de 
lipídeos (IARC, 1993). 
2.2.4.1 Fungos produtores 
O primeiro isolamento da ocratoxina A ocorreu em 1965, na África do Sul, por Van 
der Merwe et al.(1965), a partir de um cultivo de Aspergillus ochraceus durante um extenso 
screening em metabólitos fúngicos visando especificamente encontrar novas micotoxinas. 
Posteriormente foi demonstrada a produção desta toxina por outras espécies da seção 
Circumdati, como A. alliaceus, A. melleus, A. ostiamus, A. petrakii, A. sulphureus, A. 
sclerotiuorum (Hesseltine et al., 1972), A. albertensis e A. auricomus (Varga et al., 1996). 
Recentemente, Frisvad et al. (2004a) descreveram outras 6 novas espécies produtoras de 
OTA para a seção: A. cretensis, A. floculosus, A. pseudoelegans, A. roseoglobosus, A. 
steynii e  A. westerdijkiae.  
Além dos Aspergillus da seção Circumdati, a seção Nigri teve recentemente sua 
importÇancia toxicológica destacada pela descoberta de membros produtores de OTA. A 
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partir de 1994, quando Abarca et al.,(1994) descreveram pela primeira vez a produção de 
OTA por A. niger,  houve uma grande preocupação por parte dos pesquisadores da área, 
visto que além desse fungo apresentar uma ampla distribuição na natureza, é utilizado 
mundialmente para obtenção de enzimas e ácido cítrico, compostos em sua maioria 
destinados à indústria alimentícia (Bennet & Klich, 2003).  Felizmente inúmeros estudos 
em diferentes produtos (Taniwaki et al, 2003; Belli et al., 2004; Suarez-Quiroz et al., 2004; 
Iamanaka et al., 2005; Leong et al., 2007; Magnoli et al.,2007; Martinez-Culebras & 
Ramon, 2007) têm demonstrado que apenas uma pequena parcela dos isolados de A. niger 
(0,2-30%) são produtores de OTA, e que a quantidade de toxina sintetizada é baixa. Por 
outro lado o A. carbonarius, também representante da seção Nigri, mas com uma 
distribuição bem mais restrita, tem sido considerado um importante produtor de OTA, com 
quase 100% de cepas produtoras de níveis elevados de OTA (Cabañes et al, 2002; Belli et 
al., 2005). Ao A. carbonarius tem sido atribuída uma grande parcela dos níveis de OTA 
encontrados em vinhos, acumulados neste produto após o fungo colonizar as uvas ainda nos 
parreirais (Pitt, 2000; Da Rocha Rosa et al., 2002; Sage et al., 2002; Battilani et al, 2003; 
Magnoli et al., 2003; Belli et al., 2004 ).  
O gênero Penicillium também possui grande importância no acúmulo de OTA em 
alimentos. As espécies relacionadas P. verrucosum e P. nordicum são os principais 
produtores de OTA no norte da Europa (Larsen et al., 2001). No entanto essas espécies são 
típicas de climas frios e não apresentam importância epidemiológica neste estudo devido a 
sua baixa ocorrência no Brasil.  
Existe um consenso atual de que as espécies ocratoxigênicas de Aspergillus são 
responsáveis pelo acúmulo de OTA em regiões tropicais, ao passo que é atribuído às 
espécies de Penicillium a ocorrência de OTA em climas temperados (Pitt & Hocking, 1997; 
Pitt, 2000; Taniwaki et al, 2003; Samson et al., 2002). 
2.2.4.2 Efeitos toxicológicos 
A OTA é conhecida por suas características carcinogênicas, nefrotóxicas, 
teratogênicas e imunotóxicas em células animais (IARC, 1993).  Os seres humanos são 
mais sensíveis aos efeitos nefrotóxicos (Biancardi & Riberzani, 1996), nos quais essa 
micotoxina apresenta uma meia-vida plasmática de 35 dias (Studer-Rohr et al., 1995). 
Assumindo que é necessário 8 vezes esse período para alcançar o valor teórico zero, um 
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nível sérico detectável poderia ainda ser encontrado em humanos após 280 dias decorridos 
de uma primeira exposição. 
Existem evidências epidemiológicas de que essa toxina esteja envolvida na etiologia 
da doença conhecida como Balkan Endemic Nephropathy, uma desordem renal (nefrite 
crônica) que afeta moradoras de áreas rurais dos Bálcãs (formada pelos países Bulgária, 
Romênia e Iugoslávia) e que pode lentamente levar a morte (Castegnaro et al., 1991). Em 
um estudo búlgaro a presença de ocratoxina A  nos alimentos e no soro humano foi 
reportada como sendo mais comum em famílias com a nefropatia e tumores no trato 
urinário, que nas famílias não afetadas (Castegnaro et al., 1987).  
A Agência Internacional para Pesquisa sobre Câncer (IARC, 1993) classificou a 
Ocratoxina A como um agente possivelmente carcinogênico para humanos (grupo 2B), por 
existirem limitados estudos nesta população. Humanos e animais podem absorver essa 
toxina através do trato gastrintestinal após a ingestão de produtos contaminados e inalação 
de ocratoxina ambiental.  
2.2.4.3 Presença de ocratoxina em alimentos 
As principais fontes de ocratoxina na dieta são os cereais, seguidos por vinho, 
temperos, café, suco de uva, cacau, cerveja e frutas secas (IARC, 1993; JECFA, 2002). Esta 
micotoxina também tem sido encontrada em tecidos animais; em virtude de sua longa meia-
vida em mamíferos devido a extremamente alta afinidade da OTA pela albumina sérica e 
outras macromoléculas sanguíneas (Galtier, 1981). A ingestão também pode ocorrer através 
do consumo de animais contaminados, em especial de suínos.  
A ingestão semanal de OTA por europeus foi estimada em cerca de 45 ng/kg peso 
corporal (pc) (JECFA, 2002). Dados regionais indicam os cereais como a principal fonte de 
OTA na dieta, correspondendo a cerca de 25ng/Kg pc/semana. Vinho, café e cerveja 
contribuem cada um com 7-15% da ingestão, o que corresponde à 10ng/Kg pc/semana para 
o vinho e 2-3ng/Kg pc/ semana para o café (Cholmakov-Bodechtel et al., 2000; Petzinger  
& Ziegler, 2000; JECFA, 2002).  
O Comitê Conjunto FAO/OMS de Peritos em Aditivos Alimentares e Contaminantes 
(JECFA) em sua última reunião para tratar sobre OTA, manteve o prévio nível 
recomendado de ingestão semanal  tolerável (PTWI) de 100ng/Kg pc, considerando-o 
adequado com dados recentes sobre ocorrência de OTA (JECFA, 2007).  
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2.2.4.4 Ocratoxina em Cacau e Chocolate 
Uma das preocupações recentes envolvendo a ocorrência de OTA em alimentos é a 
necessidade de uma determinação mais precisa dos seus níveis de ocorrência em cacau, 
para que a partir de então seja avaliada a contribuição deste produto para a ingestão diária 
de OTA e possam ser instituídos limites de segurança. A maior preocupação se deve à 
grande participação desse produto na dieta infantil, na forma de chocolate e produtos 
achocolatados em geral. 
 Segundo o documento que está sendo discutido pelo Comitê Conjunto FAO/OMS de 
Peritos em Aditivos Alimentares e Contaminantes (JECFA), existem as seguintes propostas 
para regulamentação de limites de ocratoxina A no cacau e derivados: 
1- Matéria prima para fabricação de gêneros alimentícios (amêndoas, nibs, liquor, 
torta  e pó): 2µg/kg; e 
2- Produtos finais para consumo (chocolate em pó, chocolate, bebidas achocolatadas): 
1µg/kg. 
Os dados de ocorrência de OTA em cacau e derivados ainda são limitados, 
especialmente no que se refere as etapas de processamento primário. Isto porque os 
principais centros de pesquisa em micotoxinas se encontram em países desenvolvidos, 
distante das regiões produtoras. 
A etapa crítica para a contaminação do cacau por OTA e as condições que estimulam 
ou suprimem a produção desta toxina ainda não se encontram estabelecidas (Gilmour & 
Lindblom, 2008). 
Gilmour & Lindblom (2008) conduziram uma extensa pesquisa com apoio da 
COABISCO (The Association of Chocolate, Biscuit and Confectionery Industries of the 
European Union), ECA (European Cocoa Association) e FCC (Federation for Cocoa 
Comercy), na tentativa de elucidar os principais fatores envolvidos na ocorrência de OTA 
em cacau, a qual esteve concentrada principalmente na Costa do Marfim. Os resultados 
preliminares do estudo revelaram que, sob as condições de processamento africanas, a 
contaminação já se inicia entre a colheita dos frutos e fermentação,  residindo nos frutos 
danificados a maior parte do problema. Foi verificada variação no grau de contaminação 
conforme o período da colheita, devido principalmente às práticas de pós-colheita aplicadas 
pelos agricultores como por exemplo a longa estocagem dos frutos colhidos. Os autores 
também atentam para a necessidade de transferência de conhecimentos para as pessoas 
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rotineiramente envolvidas no processamento, tarefa que requer a participação dos centros 
locais de pesquisa e extensão.  
Com relação às etapas de processamento secundário, foi verificado que não ocorre 
destruição da OTA nas condições de processamento tradicionalmente adotados nas 
indústrias. No entanto, verifica-se que cerca de 50% da toxina é fisicamente eliminada com 
a casca durante o descascamento das amêndoas. Os teores de cacau utilizados na produção 
de achocolatados e chocolate explicariam os baixos níveis de OTA nestes produtos, 
delineando uma relativamente baixa contribuição dos produtos de cacau e chocolate para a 
exposição humana à OTA pela dieta (Gilmour & Lindblom, 2008).  
Nas Tabelas 3 e 4 podem ser visualizados, respectivamente, dados disponíveis na 
literatura sobre a ocorrência de OTA em amêndoas de cacau e produtos de seu 
processamento secundário.  
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TABELA 3. OCORRÊNCIA DE OCRATOXINA A EM AMÊNDOAS SECAS DE CACAU (ADAPTADO DE CODEX ALIMENTARIUS, 2008). 
Nível de contaminação por ocratoxina A 
Número de amostras (%) µg/kg Derivado de cacau 
Total >LOQ  >2µg/kg  Média Mediana Máximo 
País Referência 
Amêndoas secas  33 24 (73%) 5 (15%) 1.85 1.21 14.8 Costa do Marfim (Amezqueta et al., 2004) 
Amêndoas secas  7 3 (43%) 1 (14%) 1.55 0.71 3.88 Camarões (Amezqueta et al., 2004) 
Amêndoas secas  6 2 (12%) 0 0.26 0.26 0.42 Guinéia Equatoriana (Amezqueta et al., 2004) 
Amêndoas secas  21 16 (76%) 1 (5%)  -  -  - África (Bonvehi, 2004) 
Amêndoas secas  147  - 23 (16%)  -  -  - Costa do Marfim (Dembele et al., 2007) 
Amêndoas secas  151  - 10 (7%)  -  -  - Costa do Marfim (Dembele et al., 2007) 
Amêndoas secas  1014  - 304 (33%)  -  -  - Costa do Marfim (Gilmour & Lindblom, 2008) 
Amêndoas secas  348 
 - 
17 (5%) 
 -  -  - 
Oeste africano 
(Exceto Costa do 
Marfim) 
(Gilmour & Lindblom, 2008) 
Amêndoas secas  136  - 3 (2%)  -  -  - Ásia & Oceania (Gilmour & Lindblom, 2008) 
Amêndoas secas  213  - 1 (0,5%)  -  -  - América (Gilmour & Lindblom, 2008) 
Amêndoas secas  15 0 0 0 0 0 África (Majerus et al., 1993) 
 
“-”= dado não disponível.  
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TABELA 4. OCORRÊNCIA DE OCRATOXINA A EM PRODUTOS PROCESSADO DE CACAU (ADAPTADO DE CODEX ALIMENTARIUS,  2008).  
 
Nível de contaminação por ocratoxina A 
Número de amostras µg/kg Derivado de cacau 
Total >LOQ  >2µg/kg  Máximo Mediana Média 
País Referência 
Liquor 8 4 (50%) 2 (25%) 3.5  - 1.07 Diversos (Bonvehi, 2004) 
Liquor 1 0 0 <0,25  -  - Holanda (Miraglia & Brera, 2002) 
Nibs torrados 2 0 0 <0,1  -  - Diversos (Bonvehi, 2004) 
Manteiga  4 0 0 <0,1  -  - Diversos (Bonvehi, 2004) 
Manteiga  6 0 0 <0,25  -  - Holanda (Miraglia & Brera, 2002) 
Torta 80 74 (92%) 41 (51%) 9  - 2.79 Diversos (Bonvehi, 2004) 
Cacau em pó 31 29 17 4.4  - 2.41 Diversos (Bonvehi, 2004) 
Cacau em pó 21  21 (100%) -  - 0.24  - Espanha (Burdaspal & Legarda, 2003) 
Cacau em pó 5  5 (100%) -   - 0.17  - Diversos (Burdaspal & Legarda, 2003) 
Cacau em pó 1189 1094 (92%) 143 (12%)  -  - 1 Diversos (Gilmour & Lindblom, 2008) 
Cacau em pó 18 9 (50%) 0 0.77  - 0.43 Itália (Tafuri et al., 2004) 
Cacau em pó 20 19 (95%) 0 1.1  - 0.68 Reino Unido (MAFF, 1999) 
Cacau em pó 20 20 (100%) - 2.4  - 1.67 Reino Unido (MAFF, 1999) 
Cacau em pó 96 91 (95%) 0 1.8  - 0.38 Alemanha (Miraglia & Brera, 2002) 
Cacau em pó 40 39 (98%)  - 2.4  - 1.2 Reino Unido (Miraglia & Brera, 2002) 
Cacau em pó 6 0 0 <0,25  -  - Holanda (Miraglia & Brera, 2002) 
Achocolatado 247 101 (41%) 0  - -  0.2 Diversos (Gilmour & Lindblom, 2005) 
Chocolate branco 5  5 (100%)  -  - 0.03  - Espanha (Burdaspal & Legarda, 2003) 
Chocolate branco 9  8 (88%)  -  - 0.03  - Diversos (Burdaspal & Legarda, 2003) 
Chocolate ao leite 47 47 (100%)  -  - 0.12  - Espanha (Burdaspal & Legarda, 2003) 
Chocolate ao leite 122  122  -  - 0.1  - Espanha (Burdaspal & Legarda, 2003) 
Chocolate ao leite 228 52 (23%)  -  -   0.16 Diversos (Gilmour & Lindblom, 2008) 
Chocolate meio amargo 35  52 (100%)  -  - 0.25  - Espanha (Burdaspal & Legarda, 2003) 
Chocolate meio amargo 52  52 (100%)  -  - 0.27  - Diversos (Burdaspal & Legarda, 2003) 
Chocolate meio amargo 536 300 (60%)  -  -  - 0.26 Diversos (Gilmour & Lindblom, 2008) 
Chocolate 40 30 (75%) 0 0.6  -  - Reino Unido (MAFF, 1999) 
Chocolate 352 297 (84%) ? 3.6  - 0.12 Alemanha (Miraglia & Brera, 2002) 
Chocolate 40 18 (45%) 0 0.6  - 0.38 Reino Unido (Miraglia & Brera, 2002) 
Chocolate 8 0 0 <0,25  -  - Holanda (Miraglia & Brera, 2002) 
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2.2.5 Aflatoxinas 
Quimicamente as aflatoxinas são moléculas de dihidrofuranos unidas a anéis 
cumarínicos e, assim como outros compostos heterocíclicos (Figura 11), fluorescem e são 
distinguidos por suas propriedades fluorescentes (Hussein & Brasel, 2001). As 4 principais 
aflatoxinas são chamadas de  B1, B2, G1 e G2 baseado na coloração da fluorescência azul 
(Blue) ou verde (Green) emitida sob luz ultra violeta 365nm.  
 
FIGURA 11. ESTRUTURA QUÍMICA DAS AFLATOXINAS B1, B2, G1 E G2. 
 
A aflatoxina B1 é o mais potente carcinógeno natural conhecido (Squire, 1981) e 
geralmente é o tipo de aflatoxina produzida em maior quantidade pelas cepas toxigênicas 
(Frisvad et al, 2005). 
2.2.5.1 Fungos produtores 
Aspergillus flavus, A. parasiticus, A. nomius, A. toxicarius, A. parvisclerotigenus, A. 
bombycis, A. pseudotamarii, A. ochraceoroseus, A. rambelli, Emericella astellata e E. 
venezuelensis são as espécies confirmadas capazes de sintetizar aflatoxinas (Frisvad et al, 
2005).  
A partir de uma perspectiva micológica, existe uma grande diferença na porcentagem 
de isolados capazes de produzir aflatoxinas dentro de uma espécie, e também na quantidade e 
tipo de aflatoxinas produzidas por cada espécie. Cerca de metade dos isolados de A. flavus 
são aflatoxigênicos ao passo que quase 100% dos A. parasiticus possuem tal habilidade 
(Klich & Pitt, 1988b). Todos os isolados aflatoxigênicos tem capacidade de sintetizar 
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aflatoxinas do grupo B, no entanto apenas A. parasiticus, A. nomius, A. toxicarius, A. 
parvisclerotigenus, A. bombycis e A. pseudotamarii são capazes de sintetizar as aflatoxinas 
do grupo G  (Frisvad et al, 2005). Outra diferença encontra-se nos níveis de toxina 
produzidos, sendo esses bastante baixos, por exemplo, dentre as Emericella sp. (Frisvad, 
2004b).  
2.2.5.2 Efeitos toxicológicos 
A Agência Internacional para Pesquisa sobre Câncer (IARC) reconhece a 
carcinogenicidade das aflatoxinas desde 1976 e desde então vem reafirmando as misturas de 
aflatoxinas de ocorrência natural e a aflatoxina B1 como carcinógeno do Grupo 1 (IARC, 
1993).  
Os efeitos das aflatoxinas são dependentes da dosagem e do tempo de exposição. Uma 
exposição aguda resulta em um quadro de hepatotoxicidade aguda, com uma taxa de 
mortalidade de aproximadamente 25% (Cullen & Newberne, 1994). Recentemente, um 
grande surto de aflatoxicose envolvendo 317 afetados com 125 mortos ocorreu em 2004, no 
Quênia. Os afetados apresentaram um quadro hepatotóxico e em muitos casos falência 
hepática fulminante. A avaliação do milho consumido na região revelou níveis superiores a 
1000µg/Kg em 24 de 342 amostras analisadas (Lewis et al.,2005).  
Por outro lado, a ocorrência de carcinoma hepatocelular devido a exposição crônica das 
aflatoxina tem sido bastante documentada, geralmente com uma maior ocorrência em áreas 
onde a infecção pelo vírus da hepatite B é endêmica ou em associação com fatores de risco 
(Qian et al., 1994; Wang et al., 2001; Chen et al., 2001; Henry et al., 2002; Omer et al., 
2004). Vários estudos epidemiológicos em países ou localidades com uma alta incidência de 
câncer hepático avaliaram a relevância dos níveis de aflatoxina presentes na dieta e outros 
fatores com esta doença (Henry et al., 1999). 
2.2.5.3 Presença de aflatoxinas em alimentos 
A exposição humana a micotoxinas pelo consumo de alimento contaminado é questão 
de saúde pública no mundo todo. Programas de monitoramento dos níveis de contaminação 
de alimentos por micotoxinas são essenciais para estabelecer prioridades em ações de 
vigilância sanitária. No Brasil, as aflatoxinas são as únicas micotoxinas cujos níveis máximos 
em alimentos estão previstos na legislação, determinados na Portaria nº 183 de 1996 do 
Ministério da Agricultura e Pecuária em 20µg/kg para o somatório das aflatoxinas B1, B2, G1 
e G2 em amendoim, milho e produtos derivados (BRASIL, 1996). Este limite é comparável  
  
 
43 
aos  estabelecidos  por  outros  países  e  recomendado  pela Organização Mundial da Saúde 
(OMS) e pela Organização para Alimentação e Agricultura (FAO) (JECFA, 1998).   
As aflatoxinas são encontradas como contaminantes de alimentos devido ao 
desenvolvimento dos fungos tanto no período pré- quanto pós-colheita (Wilson & Payne, 
1994), com o nível de contaminação dependente da temperatura, umidade, do genótipo 
cultivado e condições do solo e estocagem. Apesar de uma grande variedade de alimentos 
estarem suscetíveis a contaminação por aflatoxinas, estas têm sido mais comumente 
associadas a amendoim, pistáchio, frutas secas, castanhas e nozes, temperos, figos, óleos 
vegetais, amêndoas de cacau, milho, arroz e semente de algodão (JECFA, 1998; ROC, 2003). 
Diante do comprovado conhecimento da aflatoxina como carcinógeno primário para 
humanos,  não existem valores recomendados de ingestão semanal  tolerável (PTWI), 
devendo estes serem tão baixos quanto for possível (JECFA, 1998). 
Em países desenvolvidos, uma adequada disponibilidade de alimentos combinada com 
regulamentações que monitoram níveis de aflatoxinas nestes alimentos protegem a população 
humana de uma significante ingestão de aflatoxinas. No entanto em países onde as 
populações se deparam com escassez de alimentos e fome ou onde as regulamentações não 
existem ou não são cumpridas, uma ingestão rotineira de aflatoxinas pode ocorrer (Cotty et 
al.,1994), fato este refletido nas altas incidências de tumores hepáticos em regiões de 
economia subdesenvolvida quando comparadas às taxas existentes em países desenvolvidos 
(Henry et al., 1999). 
2.2.5.4 Aflatoxinas em Cacau e Chocolate 
Existem raros dados sobre a ocorrência natural de aflatoxinas em cacau, apesar de já na 
década de 70 terem sido descritas metodologias para extração e determinação de aflatoxinas 
em amêndoas (Scott & Przybylki, 1971; Lenovich & Hurst, 1979; Hurst et al., 1982).  
Em 1969, Campbell relatou presença de aflatoxinas em níveis de até 17µg/kg em 2 das 
9 amostras de amêndoas de cacau analisadas, no entanto em geral este produto tem sido posto 
à parte das preocupações de acúmulo de aflatoxinas, devido a teoria da cafeína atuar como 
inibidor da produção desta micotoxina (Buchana & Lewis, 1984). 
Recentemente foi desenvolvido um projeto na Alemanha cujo objetivo era avaliar a 
ocorrência de aflatoxinas totais e ocratoxina A em cacau e produtos derivados (Raters & 
Reinhard, 2000). Durante 2 anos foram analisados 334 produtos de cacau, correspondendo a 
casca, nibs, liquor, manteiga e outros produtos contendo cacau. Os resultados mostraram que 
74% das amostras analisadas continham traços de aflatoxinas (limite de detecção 0,01µg/Kg) 
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e a contaminação máxima verificada em uma amêndoa de cacau foi de 31,5 µg/Kg de 
aflatoxinas totais. Foram encontrados níveis de aflatoxinas superiores a 1µg/Kg, valor 
regulatório estabelecido para aquele país, em 27 (8%) amostras avaliadas e em 10 amostras 
(3%) o nível era superior a 2µg/Kg. Nesse estudo não foi observada, pelo autores, a 
existência de correlação entre a ocorrência de amêndoas com contaminação fúngica visível e 
níveis de micotoxinas e tampouco houve correlação de ocorrência entre as duas micotoxinas. 
Outro estudo bastante atual sobre ocorrência de aflatoxinas em chocolate foi realizado 
no Japão por Kumagai et al. (2008). Os autores analisaram 44 amostras de chocolate meio 
amargo, das quais 22 (50%) estavam contaminadas com níveis médios de 0,18µg/Kg e um 
máximo de 0,6 µg/Kg de aflatoxina B1. 
2.2.6 Fatores que afetam o crescimento de fungos e a produção de 
micotoxinas   
Tanto o desenvolvimento de fungos em alimentos quanto a produção de metabólitos 
secundários é  regulada por múltiplos fatores, considerados intrínsecos quando referem-se 
exclusivamente ao isolado fúngico e extrínsecos quando referem-se a influências externas do 
ambiente em que o fungo está se desenvolvendo.   
2.2.6.1 Fatores Intrínsecos  
2.2.6.1.1 Variabilidade das cepas 
A quantidade e o tipo de toxinas produzidas variam grandemente conforme a 
composição genética da cepa avaliada. Nem todos os isolados de uma dada espécie são 
capazes de produzir micotoxinas. No caso do A. flavus, os isolados não toxigênicos são mais 
freqüentes que os toxigênicos. Em termos de genética populacional, os isolados não 
toxigênicos por serem de distribuição mais ampla são considerados como o tipo selvagem 
(wild-type), e as toxigênicas, por sua distribuição mais restrita, o tipo mutante (Serra, 2005). 
2.2.6.2 Fatores Extrínsecos  
Os fatores mais importantes que influenciam o desenvolvimento de fungos sobre 
alimentos são a disponibilidade de nutrientes, a temperatura e a atividade de água; sendo 
importante reconhecer as interações entre estes fatores físico-químicos (Adams & Moss, 
2000). Deste modo, quando está sendo avaliado as condições mínimas, restritivas ao 
desenvolvimento, de um fator; está implícito que os demais fatores encontram-se em seus 
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níveis ótimos. 
2.2.6.2.1 Substrato 
A composição do substrato apresenta uma grande influência sobre a micobiota que se 
desenvolve em diferentes alimentos, mesmo quando importantes fatores ambientais como 
atividade de água e temperatura não são considerados (Frisvad & Samson, 1991) 
Em geral um substrato rico em carboidratos é mais favorável para a produção de 
micotoxinas, porém estas podem ser sintetizadas em compostos ricos em ácidos graxos, como 
observado na capacidade de produção de aflatoxinas em amendoim e milho por Aspergillus 
parasiticus e A. flavus (Pitt & Hocking, 1997). 
Um alto nível protéico (mais especificamente dos aminoácidos prolina e ácido 
glutâmico) estimula a produção de OTA por A. ochraceus e P. verrucosum tanto em cevada 
quanto em meio sintético, o que sugere que a contaminação por OTA em diversos substratos 
naturais pode estar condicionada à presença destas substâncias (Ferreira, 1968; Haggblom & 
Ghosh, 1985). 
No campo observa-se que uma micotoxina particular pode ser produzida sobre um 
determinado produto e não sobre outro, mesmo que sob as mesmas condições ambientais. 
Assim, as aflatoxinas são mais freqüentemente encontradas em oleaginosas e em cereais de 
regiões quentes, porém não costumam ser encontradas em quantidades significativas em soja, 
provavelmente pela presença de substâncias inibitórias presentes neste grão (Strange, 1991). 
2.2.6.2.2 Temperatura (T) 
Inúmeras pesquisas têm demonstrado que a temperatura tem uma grande influência 
sobre o crescimento fúngico e produção de diversas micotoxinas, tendo sido determinado 
tanto as temperaturas ótimas de produção de várias delas, onde desenvolvimento atinge o 
ápice, quanto a temperatura mínima, abaixo da qual não ocorre crescimento, e uma máxima, 
acima da qual também não há desenvolvimento. A maioria dos fungos toxigênicos 
desenvolvem-se entre 5 e 60°C, entretanto sua temperatura ótima para crescimento e 
produção de micotoxinas encontra-se geralmente entre 25 e 35°C (Moss, 1991). 
A temperatura tem uma considerável influência sobre os requerimentos de água por 
parte do fungo, ou seja, em uma temperatura de crescimento ótima a aw requerida é a mínima, 
enquanto que em extremos de temperatura de crescimento a aw exigida é a máxima. Em 
virtude disso em muitos estudos ambos são avaliados conjuntamente (Pitt & Hocking, 1997; 
Suarez-Quiroz, 2004; Moss, 2006). 
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A temperatura ótima para crescimento de A. flavus é cerca de 30°C, onde o crescimento 
pode ocorrer em aw tão baixas quanto 0,81; já para P. expansum este valor ótimo é cerca de 
20°C, suportando uma aw de 0,85 (Moss, 2006). 
2.2.6.2.3 Atividade de água (aw) 
O valor de aw de um substrato é um dos fatores mais importantes para determinar quais 
microrganismos serão capazes de se desenvolver sobre ele e possivelmente causar 
deterioração, existindo uma diferença entre a aw mínima requerida para crescimento e para 
produção de micotoxinas. No caso do A. ochraceus, o valor mínimo de aw para crescimento é 
em torno de 0,77-0,80 e por outro lado para produção de OTA é requerido um mínimo de 
0,83-0,90, com ótimo a 0.95-0.99 (Pitt & Hocking, 1997). 
O valor de aw limitante para o crescimento de qualquer microrganismo é em torno de 
0,60 (Xeromyces bisporus), não ocorrendo deterioração microbiana em alimentos abaixo 
deste valor (Pitt & Hocking, 1997; Moss, 2006). Para que ocorra o crescimento ativo, o 
citoplasma celular precisa apresentar um valor de aw ainda mais baixo para manter a pressão 
de turgor positiva (mantida através de concentrações muito altas de solutos), o que interfere  
com a adequada  atividade do DNA. De maneira óbvia, apesar do crescimento não ser 
possível em aw tão reduzidas, geralmente não há problemas para a sobrevivência de 
propágulos fúngicos, visto que comumente é utilizada a liofilização para conservação de 
muitos fungos em coleções de culturas (Moss 2006). 
2.2.6.2.4 Interação com outros microrganismos 
O crescimento fúngico com outros microrganismos presentes no substrato afeta tanto o 
desenvolvimento do fungo quanto a produção de toxinas. Os primeiros colonizadores de 
muitos substratos naturais são as bactérias, seguidas pelas leveduras e fungos filamentosos. 
Ao se estudar o comportamento de  A. parasiticus após incubação em um substrato onde 
previamente Lactobacillus casei ou Streptococcus lactis, foi observado que o crescimento do 
fungo se dava mais lentamente e a produção de aflatoxinas era mais baixa (Northolt & 
Bullerman, 1982). 
2.2.7 Metodologias para a Determinação de Micotoxinas 
Um número considerável de pesquisas tem sido dedicado ao desenvolvimento de 
metodologias analíticas para a identificação e quantificação de micotoxinas em alimentos e 
rações. A diversidade química das inúmeras micotoxinas aliada aos igualmente diversos 
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substratos nos quais estas podem ocorrer representam um desafio para a química analítica, 
pois cada grupo de compostos e  cada substrato apresentam propriedades químicas e físicas 
diferentes, requerendo que os métodos de separação das toxinas presentes nos substratos 
devam ser desenvolvidos baseados em cada caso (Turner et al., 2009). 
As micotoxinas freqüentemente são produzidas em baixíssimas concentrações, assim a 
sensibilidade dos sistemas de detecção também é essencial. A maioria dos métodos 
tradicionais para micotoxinas é baseado na utilização de solventes para etapas de extração e 
várias técnicas cromatográficas para quantificação, cujas mais difundidas são a cromatografia 
de camada delgada (CCD), a cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) e a 
cromatografia gasosa (GC) (Abramson & Clear, 1996; Biancardi & Riberzani, 1996). Mais 
recentemente foram desenvolvidos ensaios imunogênicos e imunoenzimáticos que podem ser 
aplicados a amostras após uma etapa de limpeza mais simples (Chu, 1991). 
Por serem haptenos de baixo peso molecular, as micotoxinas não são imunogênicas, 
entretanto laboratorialmente são passíveis de ser conjugadas a proteínas e desta forma 
provocarem resposta imune; assim, já encontram-se comercialmente disponíveis anticorpos 
contra as principais micotoxinas de importância em alimentos (Bennet & Klich, 2003). Esta 
característica permitiu o desenvolvimento de um sistema que revolucionou os métodos de 
purificação de micotoxinas, as colunas de imunoafinidade (IAC), que oferece uma excelente 
recuperação do analito devido a especificidade obtida pela utilização de anticorpos 
monoclonais ou policlonais e desta maneira proporciona a obtenção de extratos de amostras 
com mínima presença de interferentes (Turner et al., 2009).  
Cada vez mais têm sido requeridas soluções simples, com baixo custo e efetivas para a 
detecção de micotoxinas devido a sua reconhecida importância toxicológica e pelos 
crescentes requerimentos de adequação a legislação. Um método adequado precisa ser 
robusto, sensível e com alto grau de flexibilidade sobre uma variedade de matrizes. Todas as 
técnicas devem ser amplamente reprodutíveis e os resultados obtidos devem ser facilmente 
analisados (Turner et al., 2009).  
A detecção e quantificação de micotoxinas em alimentos consistem geralmente em 3 
passos: amostragem, preparação da amostra e análise; os quais devem ser realizados 
cuidadosamente para que o resultado obtido seja confiável. 
2.2.7.1  Amostragem  
 A detecção e a quantificação de micotoxinas em alimentos apresentam um problema 
inerente, que é a distribuição não uniforme  das micotoxinas no lote. Normalmente só uma 
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pequena percentagem de partículas de alimentos está contaminada e sua distribuição no 
produto não costuma ser homogênea. Para reduzir o erro, as amostras devem ser compostas 
por pequenas porções recolhidas em diferentes locais (Serra, 2005). 
2.2.7.2 Preparação da amostra  
A amostra deve ser homogeneizada em moinho ou misturadora, tendo em mente que 
quanto menor o tamanho das partículas, mais homogênea estará a amostra e mais eficiente 
será a extração da micotoxina, visto que a  mesma  depende  de um  bom  contato entre o 
solvente e a amostra (CAST, 2003). Muitas micotoxinas são  facilmente solúveis em vários 
solventes orgânicos e  pouco  solúveis  em  água; entretanto a eficiência da extração é 
freqüentemente aumentada pela presença de água já que esta penetra na matriz alterando sua 
estrutura e facilitando a  penetração dos  solventes  orgânicos  (Sabino, 1995). 
2.2.7.3 Procedimento analítico  
 Independentemente do método analítico selecionado, a análise de micotoxinas envolve 
extração, limpeza e separação/confirmação.  
Extração 
 A extração, no caso de alimentos sólidos, implica a passagem da micotoxina do sólido 
para uma fase líquida. Assume-se que a micotoxina vai estar igualmente distribuída na fase 
líquida e excluída da fase sólida da mistura. A validade desta afirmação será refletida nas 
taxas de recuperação apresentadas pelo método.  
O método de extração utilizado para remover a micotoxina de matrizes biológicas é 
dependente da estrutura da micotoxina,  tipicamente, sendo utilizados solventes orgânicos ou 
misturas de solventes orgânicos e água para extrair micotoxinas de alimentos sólidos 
(Holcomb et al., 1992; AOAC, 1997).  
2.2.7.3.1 Limpeza 
 A limpeza da amostra é feita após a extração, para remover do extrato líquido 
impurezas antes do passo determinativo ou quantitativo. Esta é a etapa mais importante em 
um protocolo, pois a pureza das amostras afeta a sensibilidade dos resultados, uma vez que 
traços da molécula da micotoxina alvo podem ficar mascarados por compostos interferentes 
(Turner et al., 2009). 
 A limpeza consiste em isolar a micotoxina do extrato, e também pode servir para 
concentrar a micotoxina. Este passo não é requerido em todos os procedimentos analíticos, 
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mas na maioria dos procedimentos de rastreio e confirmatórios  é necessário para aumentar a 
seletividade e sensibilidade desejada (Serra, 2005).  
A limpeza  dos extratos geralmente é feita recorrendo à colunas de  extração em fase 
sólida.  Quando se passa o extrato líquido,  se presente o analito é retido enquanto que as 
impurezas são eliminadas. Seletivamente o analito é removido por modificação da solução de 
lavagem, ou então caso a coluna retenha as impurezas, o analito permanece no extrato 
líquido, não sendo necessário o uso de um segundo solvente.  
As colunas de imunoafinidade são uma forma de colunas de extração em fase sólida. 
Neste caso, em um material inerte estão ligados anticorpos para o analito. Os anticorpos são 
altamente específicos, e as toxinas permanecem ligadas a ele enquanto as impurezas passam, 
posteriormente o analito é removido da coluna com um solvente que desnatura o anticorpo. 
Existem colunas de imunoafinidade disponíveis para aflatoxinas, ocratoxina A, fumonisinas, 
zearelanona e deoxinivalenol. Por vezes, interações não específicas entre componentes da 
matriz e o material de enchimento podem afetar o processo de limpeza, mas em geral, as 
colunas de imunoafinidade são muito eficientes na remoção de impurezas. Visto que os 
anticorpos determinam a especificidade do processo de limpeza, fatores que influenciem a 
atividade dos anticorpos irão influenciar a capacidade da coluna se ligar às micotoxinas e a 
capacidade de recuperar a toxina dos alimentos (Serra, 2005).  
2.2.7.3.2  Separação ou Confirmação 
 Existem diferentes métodos de determinação de micotoxinas que de acordo com seu 
objetivo  se classificam em dois tipos: métodos de rastreio e métodos confirmatórios.  
Os métodos de rastreio são de determinação rápida, mas são pouco rigorosos na 
quantificação. Como exemplo destes métodos temos os kits de ELISA, disponíveis 
comercialmente para várias micotoxinas (Serra, 2005).   
Os métodos confirmatórios permitem conhecer de forma mais exata os níveis de 
micotoxina presentes, bem como confirmar a identidade do analito. Envolvem normalmente 
determinação da micotoxina por técnicas cromatográficas, sendo o CCD e CLAE as mais 
amplamente utilizadas.   
2.2.7.4 Cromatografia em Camada Delgada (CCD) 
Tradicionalmente o mais popular método usado para análise de micotoxinas é o CCD, o 
qual permite a análise de grande quantidade de amostras de maneira econômica.  
A utilização de análise de micotoxinas por CCD é ainda comum tanto para análises 
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qualitativa quanto semi-quantitativas por se adequar a um grande número de amostras, 
apresentar baixo custo operacional e facilidade de identificação dos compostos alvo sob 
espectro ultra-violeta (Turner et al., 2009). 
Inúmeros métodos foram desenvolvidos para se obter os melhores resultados com cada 
classe específica de micotoxinas e tanto análises unidimensionais e bidimensionais são 
freqüentemente utilizadas (Lin et al.,1998). 
Existem relatos que apresentam uma grande correlação do CCD quando comparado ao 
CLAE para detecção de ocratoxina A (Frisvad & Thrane, 1987), no entanto por ser mais 
versátil e permitir uma quantificação mais precisa, o CLAE acabou superando o CCD para 
pesquisas de micotoxinas (Turner et al., 2009).  
2.2.7.5 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) 
Análises atuais de micotoxinas são amplamente baseadas em CLAE, utilizando vários 
adsorventes dependendo da estrutura física e química da micotoxina. Colunas normais e de 
fase reversa tem sido utilizadas para separação e purificação dos compostos, dependendo de 
sua polaridade (Turner et al., 2009).  
Em geral a maioria dos protocolos utilizados para detecção de micotoxinas por CLAE 
são bastante similares, e os métodos de detecção mais comuns se baseiam em detectores de 
fluorescência que dependem da presença de cromóforos nas moléculas da toxina alvo.  
Muitas toxinas, como as aflatoxinas e ocratoxinas, já apresentam fluorescência natural, 
o que permite que sejam detectadas diretamente em CLAE com detector de fluorescência, 
porém muitas outras, como as fumonisinas, requerem tratamentos de derivatização. 
 
Em produtos que requerem várias etapas de processamento, como é o caso do cacau, 
em cada período são inúmeros os fatores que através de uma ação conjunta determinarão as 
características de qualidade do produto final, seja esta microbiológica, toxicológica ou 
sensorial. Os modos de processamento adotados freqüentemente resultam em alterações nas 
características de um alimento e assim determinarão a microbiota associada a este produto. 
Desta maneira, um entendimento do comportamento microbiano e sua ecologia é 
fundamental para que possam ser tomadas as decisões corretas durante o processamento para 
o controle da deterioração do produto, enquanto que a utilização de metodologias adequadas, 
seja para a detecção e quantificação de microrganismos ou toxinas, servirá como garantia 
para assegurar a inocuidade dos produtos processados e que serão destinados ao consumo. 
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3 OBJETIVOS  
 O objetivo desta pesquisa foi acompanhar as diferentes etapas do processamento do 
cacau, desde a abertura dos frutos, passando pelo processamento primário nas fazendas e 
secundário nas indústrias processadoras de cacau, até a obtenção do chocolate; de maneira a 
se avaliar as inter-relações existentes nas diferentes fases que determinam a ocorrência de 
fungos e conseqüentemente micotoxinas nestes produtos.  
De maneira mais específica, com este estudo objetivou-se: 
• Avaliar a micobiota do cacau nas diferentes fases do processamento primário na 
fazenda e a contaminação fúngica nos produtos de seu processamento, fazendo uma 
discussão correlacionando o conteúdo de água disponível e com os microrganismos 
presentes em cada etapa (Capítulo I); 
• Otimizar metodologias disponíveis para detecção de ocratoxina A e aflatoxinas B1, 
B2, G1 e G2 em amostras de cacau (Capítulo II); 
• Verificar as fases críticas para ocorrência de espécies ocratoxigênicas durante o 
processamento primário do cacau, correlacionando os resultados obtidos com os 
níveis de ocratoxina A encontrados nestas amostras (Capítulo III); 
• Avaliar a ocorrência de espécies aflatoxigênicas em amostras obtidas durante o 
processamento do cacau na fazenda, correlacionar sua presença com os níveis de 
aflatoxinas encontrados nas amostras (Capítulo IV); 
• Avaliar os produtos obtidos pelo processamento industrial do cacau e chocolates 
comerciais quanto a ocorrência de ocratoxina A e aflatoxinas (Capítulo V); 
• Estudar o perfil de metabólitos secundários de alguns Aspergillus pertencentes às 
seções Flavi, Nigri e Circumdati isolados de cacau (Capítulo VI); e 
• Observar o efeito de algumas práticas de processamento primário sobre a 
multiplicação de Aspergillus carbonarius e produção de ocratoxina A (Capítulo VII). 
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4 CAPÍTULO I: MICOBIOTA DO CACAU  
4.1 RESUMO 
São apresentados os resultados sobre a presença de fungos em 440 amostras de cacau 
analisadas: 230 coletadas durante o processamento primário de amêndoas nas fazendas, 122 
coletadas nas diferentes etapas do processamento secundário das amêndoas de cacau nas 
indústrias e 88 amostras de chocolate adquiridas em supermercados. A maior quantidade e 
diversidade de fungos foi encontrada em amostras coletadas durante a produção na fazenda, 
especialmente durante a secagem e estocagem das amêndoas. Em geral, as espécies com 
maior freqüência de ocorrência entre as amostras foram: Absidia corymbifera, Aspergillus 
sp.nov., Aspergillus flavus, Penicillium paneum e leveduras. Foram isolados 1132 fungos 
potencialmente toxigênicos de A. flavus, A. parasiticus, A. nomius, grupo A. niger, A. 
carbonarius e  grupo A. ochraceus, com maior freqüência durante a secagem e estocagem. 
4.2 INTRODUÇÃO 
A qualidade alcançada por um chocolate é dependente da influência de uma grande 
variedade de fatores ambientais, agronômicos e tecnológicos aos quais as sementes de cacau 
são submetidas desde a abertura do fruto até o final do processamento industrial das 
amêndoas. Dentre esses fatores, sabe-se que os microrganismos presentes na fermentação 
desempenham uma função essencial no desenvolvimento das características sensoriais do 
chocolate. A intensidade de sua proliferação e a seleção de um ou outro grupo de 
microrganismos nas etapas de fermentação e secagem, seja esta realizada em condições 
naturais ou artificiais, são determinantes para a qualidade do produto final. 
Pesquisas conduzidas no Brasil e no exterior têm comprovado a participação constante 
e marcante de fungos  no decorrer do processo fermentativo e durante as etapas de secagem e 
estocagem.  Em geral, os fungos filamentosos ocorrem com maior intensidade nos últimos 
dias da fermentação e são usualmente relacionados com a formação de “off flavors” e 
deterioração (Schwan & Wheals, 2004). A secagem também apresenta uma grande 
importância para o desenvolvimento fúngico. Nesta etapa  ocorre uma redução gradativa no 
conteúdo de água das sementes de cacau, o que beneficia o desenvolvimento de fungos 
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filamentosos devido à interrupção da multiplicação de bactérias e leveduras.  
Ao lado de seu potencial deteriorador e conseqüente influência na qualidade sensorial 
do cacau e do chocolate, nos últimos a presença dos fungos em alimentos ganhou outra 
dimensão sob o aspecto de saúde pública, devido a possibilidade de formação de 
micotoxinas. Aspergillus e Penicillium são os principais gêneros capazes de produzir 
metabólitos secundários tóxicos, muitos dos quais com atividade mutagênica, teratogênica e 
carcinogênica para humanos e animais. 
Não estão disponíveis  dados sobre a micobiota ocorrente durante os diferentes 
períodos do processamento primário do cacau e contaminação fúngica nos produtos do 
processamento secundário. Assim, o objetivo desta pesquisa foi avaliar a micobiota do cacau 
durante as etapas de processamento e do chocolate comercializado, correlacionando os 
resultados obtidos com os níveis de atividade de água (aw).  
4.3 MATERIAL E MÉTODOS 
4.3.1 Amostras 
Foram avaliadas 494 amostras de cacau, correspondentes às fases  de processamento 
primário nas fazendas produtoras,  processamento secundário nas indústrias beneficiadoras e 
comercialização de produtos na forma de chocolates em pó e em barra.  
Da fase de processamento primário foram coletadas, na região cacaueira de Ilhéus-BA, 
226 amostras de cacau na quantidade igual ou superior a 200g cada. As coletas foram 
realizadas nas duas épocas produtivas: safra (outubro a abril) e safra temporã (maio a 
setembro). As amostras foram oriundas de 3 principais fazendas e representavam as 
diferentes fases de produção, sendo coletadas: 25 amostras antes de serem submetidas à 
fermentação, 51 amostras nos diferentes dias de fermentação (1-6 dias), 85 amostras 
coletadas nos diferentes dias de secagem ao sol em barcaça (até 12 dias) e 65 amostras 
durante o período estocagem (até 1 ano).  
Do processamento secundário foram avaliadas 168 amostras, coletadas nas diferentes 
etapas do processamento tecnológico do cacau. As amostras estavam assim distribuídas: 19 
amostras de casca, 29 de nibs, 25 de liquor, 25 de manteiga de cacau, 26 de torta e 44 de pó. 
Estas amostras foram provenientes de indústrias beneficiadoras da região de Ilhéus-BA e da 
região de São Paulo- SP.  
Foram avaliadas, na forma de chocolate, 100 amostras comerciais adquiridas em 
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supermercados de Campinas e São Paulo. As amostras, principais marcas comercializadas no 
Brasil, foram assim classificadas: chocolate em pó (25), chocolate meio amargo(25), 
chocolate ao leite (25) e  de chocolate branco (25). 
4.3.2 Análise de atividade de água  
A atividade de água das amostras foi determinada no aparelho Aqualab, modelo 3TE, 
(Decagon, USA). As leituras foram realizadas em triplicata à 25°C ± 0,1. 
4.3.3 Avaliação da micobiota do cacau  
 As sementes de cacau (amostras recém colhidas e nos primeiros momentos da 
fermentação antes da morte do embrião) e amêndoas (na fermentação, na secagem e 
estocagem) foram desinfetadas pela imersão em solução de hipoclorito de sódio 0,4% durante 
2 minutos. Em seguida 11 amêndoas foram dispostas em 3 placas de Petri contendo ágar 
Dicloran Glicerol 18% (DG18) com cloranfenicol totalizando 33 amêndoas. As placas foram 
incubadas à 25°C por 7 dias e os resultados expressos em porcentagem de amêndoas 
infectadas internamente, conforme a metodologia de Pitt & Hocking (1997). 
 Para as demais amostras de cacau processado foi adotada a técnica de diluição em 
placas. De maneira asséptica foram pesados 25g de cada amostra às quais foram adicionados 
225mL de água peptonada 0,1%, estéril. A seguir, alíquotas das diluições seriadas foram 
inoculadas em placas contendo meio de DG18. As placas foram incubadas à 25°C por 7 dias 
e os resultados expressos em unidade formadora de colônia por grama de amostra (UFC/g), 
conforme a metodologia de Pitt & Hocking (1997). Para contagem foram selecionadas as 
placas das diluições contendo entre 15 e 150 UFC/g ou foi considerada a menor diluição no 
caso de valores inferiores a esse mínimo. 
Após o período de incubação, as placas foram examinadas e todas as espécies fúngicas 
foram primeiramente isoladas em placas contendo Agar Czapek Extrato de Levedura (CYA) 
para posteriormente serem identificadas através de protocolos específicos para cada gênero.  
4.3.4 Identificação dos fungos 
Os isolados de Aspergillus e Penicillium foram cultivados nos meios, CYA e Agar 
Extrato de Malte (MEA). O gênero  Penicillium foi identificado de acordo com Pitt (2000) e 
Samson et al. (2002), já a identificação dos gêneros Aspergillus e Eurotium foi realizada 
conforme Klich & Pitt (1988), Samson  et al. (2004) e Frisvad et al. (2004). Os demais 
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fungos foram identificados de acordo com descrições de Pitt & Hocking (1997) e Samson et 
al. (2002), complementados com outras fontes quando necessário.  
Isolados de Aspergillus foram inoculados em 3 pontos nas placas de CYA e MEA e 
foram incubados durante 7 dias à 25ºC. O seu estado teleomórfico Eurotium foi cultivado em 
Agar Czapek Extrato de Levedura e 20% de Sacarose (CY20S) durante 14 dias à 25ºC. 
As espécies de Penicillium foram cultivadas seguindo-se as condições acima descritas, 
e também foram inoculados em CYA à 5ºC e 37ºC.  
Decorrido o período de cultivo, foram medidos os diâmetros das colônias e as 
características macro e microscópicas observadas em cada meio de cultivo foram utilizadas 
para identificação das espécies.  
4.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
4.4.1 Fungos e atividade de água durante o processamento primário do 
cacau 
Em microbiologia de alimentos, a aw efetivamente quantifica a relação entre a umidade 
de um alimento e a habilidade dos microrganismos se desenvolverem neste produto. A aw  
apresenta uma grande influência sobre o tipo de microrganismo capaz de crescer em um 
alimento particular. A Tabela 5 apresenta os valores de aw encontrados nas diferentes etapas 
de produção de amêndoas de cacau.  
TABELA 5.VALORES DE ATIVIDADE DE ÁGUA EM AMOSTRAS DO PROCESSAMENTO PRIMÁRIO 
DE CACAU . 
Fase Amostras Média aw Variação aw 
Antes da fermentação 25 0,99 0,977-0,996 
Durante a fermentação 51 0.99 0,981-0,997 
Durante a secagem 85 0.81 0,486-0,992 
Durante a estocagem 65 0.65 0,395-0,854 
 
A freqüência de ocorrência e o nível de infecção de cada espécie fúngica isolada 
durante a fermentação, secagem e estocagem do cacau são apresentadas nas Tabelas 6, 7 e 8, 
respectivamente. A presença de fungos filamentosos em amêndoas não é desejável, visto que 
os mesmos podem causar hidrólise de parte da polpa, rompimento da testa das sementes, 
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sendo também importantes na geração de off-flavors (Schwan & Wheals, 2004) e produção 
de micotoxinas nas amêndoas. Na Figura 12 são apresentados fungos que se desenvolveram a 
partir de amostra de amêndoas de cacau. 
 
FIGURA 12. AMOSTRA DE AMÊNDOAS DE CACAU APRESENTANDO INTENSA CONTAMINAÇÃO 
POR FUNGOS FILAMENTOSOS, PRINCIPALMENTE Aspergillus sp.  
As amostras recém colhidas não estavam infectadas internamente com fungos. A aw 
destas amostras variou entre 0,996 a 0,977 (Tabela 5). De acordo com Schwan & Wheals 
(2004) a polpa de cacau é microbiologicamente estéril e quando o fruto é aberto com um 
facão, a mesma é contaminada com microrganismos provenientes principalmente das mãos 
dos trabalhadores, facas, cestos utilizados para transportar as sementes e resíduos de polpas 
remanescentes nas caixas de fermentação. Estes microrganismos irão contribuir para o 
subseqüente processo fermentativo.  
No Brasil, a sucessão microbiana na fermentação de de 5-7 dias do cacau com polpa já 
está estabelecida (Schwan & Wheals, 2004). Tradicionalmente esta ocorre naturalmente, sem 
a adição de inóculos iniciadores. No início inúmeras espécies de leveduras proliferam, 
levando à produção de etanol e secreção de enzimas pectinolíticas. Segue-se a fase na qual 
eleva-se o número de bactérias, especialmente as ácido lácticas e acéticas, seguidas pelas 
formadoras de esporos (Schwan & Wheals, 2004). Ao final do processo também podem ser 
encontrados fungos filamentosos, principalmente nas partes externas, pela existência de 
maior aeração e temperatura mais baixa (Figura 13).  
A função dos fungos na sucessão microbiana da fermentação do cacau é desconhecida. 
Acredita-se que um extenso desenvolvimento fúngico no final da fermentação aumente a 
atividade deteriorativa na fase consecutiva de secagem devido a existência de um maior 
inóculo fúngico inicial (Gilmour & Lindblom, 2008). Sabe-se que estes microrganismos podem 
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causar hidrólise da polpa, produzir ácidos e alterar o sabor da amêndoa (Schwan & Wheals, 
2004), além da possibilidade de produção de micotoxinas (Petithuguenin, 2002; Gilmour & 
Lindblom, 2008). 
 
FIGURA 13. PRESENÇA DE FUNGOS FILAMENTOSOS (PRINCIPALMENTE Penicillium paneum) 
DURANTE A FERMENTAÇÃO DO CACAU. 
Durante os 6 dias de fermentação os fungos mais comumente isolados foram: 
leveduras, Monascus ruber, Penicillium paneum, Geotrichum candidum e Absidia 
corymbifera (Tabela 6).  
No período fermentativo a atividade de água dos frutos de cacau estava na faixa de 
0.997 a 0.981 (Tabela 5). Esta alta aw é favorável ao crescimento de bactérias e  leveduras 
que participam da fermentação.  
A espécie G. candidum é leveduriforme e cresce bem em condições de microaerofilia e 
alta aw.  As espécies de Monascus ruber e Penicillium paneum  também são adaptadas a 
ambientes de baixa pressão de oxigênio e crescem bem nestas condições fermentativas. P. 
paneum é uma espécie intimamente relacionada à Penicillium roqueforti, que tem um pH 
ótimo de crescimento ente 4.0 e 5.0, tolera altos níveis de CO2 (Taniwaki et al., 2001), assim 
como os ácidos orgânicos comumente encontrados na fermentação do cacau (Vivier, et al., 
1992). Ambas espécies também estão presentes na micobiota de outros alimentos 
fermentados, como silagem (Storm et al., 2008).  
 Fungos hidrofílicos como os zigomicetos (A. corymbifera) também apresentaram um 
bom crescimento nesta fase  (Pitt & Hocking, 1997). 
Os fungos filamentosos foram encontrados em baixos níveis de infecção durante a 
fermentação (Tabela 6). Isto pode ser explicado pela alta população de bactérias e leveduras, 
as quais têm vantagem competitiva devido a sua maior velocidade de multiplicação e também 
pela temperatura restritiva, já que esta pode se elevar acima de 45°C após 48h.  Uma exceção 
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foi  a alta prevalência de A. corymbifera em 8 amostras. Esta espécies de zigomiceto é capaz 
de crescer em temperaturas de até 54°C (Pitt & Hocking, 1997). 
TABELA 6. FREQUÊNCIA DE OCORRÊNCIA, MÉDIA E VARIAÇÃO DO NÍVEL DE INFECÇÃO DE 
AMÊNDOAS DE CACAU POR FUNGOS DURANTE A FERMENTAÇÃO1  
Espécies Frequência de 
ocorrência  (%) 
Média de 
infecção (%) 
Variação da 
infecção (%) 
Absidia corymbifera 16 4,9 0–97 
Ascomicetos 4 0,1 0–3 
Aspergillus candidus 2 0,1 0–3 
A. carbonarius 2 0,1 0–3 
A. flavus  4 0,2 0–6 
A. fumigatus 4 0,6 0–12 
A. niger 4 0,2 0–9 
A. parasiticus 2 0,1 0–6 
Aspergillus sp. nov. 4 0,2 0–9 
A. sydowii  4 0,1 0–3 
A. versicolor   2  0,1 0–3 
Dematiaceus hifomicetos   2 0,1 0–3 
Eurotium amstelodami 6 0,8 0–27 
Geotrichum candidum 19 9,1 0–100 
Monascus ruber 25 3,7 0–33 
Mucor sp. 6 0,5 0–21 
Penicillium paneum 24 2,7 0–27 
Rhizopus sp. 2 0,2 0-6 
Syncephalastrum racemosum 2 0,1 0–3 
Leveduras 41 28,2 0–100 
1
 51 amostras analisadas 
Alguns fungos filamentosos previamente isolados de cacau em fermentação no Brasil, 
descritos por Ribeiro et al. (1986) foram Aspergillus fumigatus, A. niger, Fusarium 
verticillioides, F. oxysporum, Lasiodiplodia theobromae, Mucor racemosus, Mucor sp., 
Paecilomyces variotii, Penicillium citrinum, P. implicatus, P. spinosum, Thielaviopsis 
ethaceticus, Trichoderma viridae e  Mycelia sterilia. Em nosso estudo encontramos algumas 
das espécies descritas por aqueles pesquisadores, no entanto outras (como as do gênero 
Fusarium) não foram isoladas. Como algumas das espécies descritas no estudo de  Ribeiro et 
al. (1986) possuem importância como fitopatógenos, isto pode estar relacionado ao estado 
fitossanitário da fazenda no período avaliado.  
Outro estudo recentemente publicado, realizado em Camarões por  Mounjounenpou et 
al. (2008), relatou a ocorrência de fungos filamentosos em cacau processado sob condições 
controladas. Um dos tratamentos avaliados englobava a utilização sementes provenientes de 
frutos íntegros e colocadas para fermentar em caixas de madeira logo após a abertura dos 
frutos, ou seja, em condições similares às adotadas nas fazendas avaliadas nesta pesquisa. Os 
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autores descreveram a presença de A. versicolor, A. fumigatus, A. tamarii, Rhizopus 
nigrificans, Fusarium spp. e A. niger  isolados ao final do período fermentativo. Algumas das 
espécies citadas também foram isoladas em nosso estudo, sugerindo  a existência de uma 
micobiota típica presente em cacau, mesmo que de diferentes origens.  
Em geral, no final da fermentação as amêndoas são transferidas para as barcaças e 
secas ao sol, porém algumas fazendas também adotam secagem artificial em secadores. Neste 
trabalho as amostras correspondem à amêndoas coletadas durante secagem ao sol, que 
usualmente demora entre 7 a 14 dias, ou mais,  dependendo das condições climáticas. As 
espécies fúngicas isoladas com maior freqüência durante a secagem foram: Absidia 
corymbifera, Penicillium paneum, leveduras, Aspergillus sp. nov. (grupo Tamarii), 
Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, Aspergillus candidus, Aspergillus niger e 
Eurotium chevalieri (Tabela 7).   
Foi durante a secagem que houve o maior declínio da aw, variando de cerca de 0,992 
encontrado no primeiro dia até em torno de 0,486 no final do período (Tabela 5). Esta enorme 
variação também refletiu na diversidade da micobiota encontrada. No início da secagem as 
amêndoas apresentaram uma aw mais elevada, assim houve predominância dos fungos 
encontrados no final da fermentação (p. ex. A. corymbifera, P. paneum e leveduras). Com a 
diminuição da aw para valores inferiores a 0,88 ocorre a interrupção da multiplicação tanto de 
bactérias quanto de leveduras, no entanto ainda há água suficiente para sustentar a 
multiplicação fúngica. A micobiota então começa a mudar para espécies fúngicas tipicamente 
isoladas de alimentos com umidade intermediária, como as espécies de Aspergillus e fungos 
xerofílicos como  A. candidus e E. chevalieri.  
Com o decorrer da secagem foi observado um aumento na ocorrência de Aspergillus 
seção Flavi e Aspergillus seção Nigri, importantes grupos produtores de micotoxinas. Neste 
período estas espécies podem ainda encontrar umidade e temperaturas adequadas para 
produzir toxinas.  
Cabe destacar que a presença de fungos toxigênicos não indica necessariamente a 
produção de micotoxinas, pois são vários os fatores que determinam sua síntese. Tampouco a 
ausência de espécies fúngicas garante a inexistência de micotoxinas, já que estas podem 
persistir por longos períodos, que vão desde o crescimento vegetativo até tornarem-se 
inviáveis. Entretanto, caso a história de um determinado alimento seja conhecida, como sua 
atividade de água, o tipo de processamento ao qual foi submetido e as condições de 
estocagem (tempo, temperaturas e umidade), é possível avaliar de maneira mais precisa o 
risco potencial para a saúde proporcionado pelo consumo deste produto (Beuchat, 1987). 
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TABELA 7. FREQUÊNCIA DE OCORRÊNCIA, MÉDIA E VARIAÇÃO DO NÍVEL DE INFECÇÃO DE 
AMÊNDOAS DE CACAU POR FUNGOS DURANTE A SECAGEM1. 
Espécies Frequência de 
isolamento  (%) 
Média de 
infecção (%) 
Variação da 
infecção (%) 
Absidia corymbifera 73 26,2 0–100 
Ascomicetos 1 0,1 0–6 
Aspergillus candidus 20 2,2 0–27 
A. carbonarius 6 1,5 0–45 
A. clavatus 1 0,1 0–3 
A. ibericus 1 0,1 0–3  
A. flavus  38 11,3 0–100 
A. fumigatus 12 1,7 0–66 
A. melleus 2 0,2 0-6 
A. niger 17 2,6 0–60 
A. nomius 5 0,1 0–3 
A. ochraceus 2 0,1 0-3 
A. parasiticus 24 5,7 0–78 
A. sydowii  2 0,4 0–24 
A. westerdijkiae  2 0,2 0–6 
Aspergillus sp. nov. 48 18,1 0–100 
Dematiaceous hifomicetos 5 3,1 0–100 
Eurotium amstelodami 8 0,5 0–10 
E. chevalieri 13 1,1 0–27 
E. rubrum 9 0,9 0–18   
Fusarium solani 1 0,1  0–3 
Geotrichum candidum 11 5,1 0–100 
Monascus ruber 5 0,6 0–24 
Mucor sp. 1 0,1  0–9 
Neosartorya fischeri 1 0,1 0–6 
Paecilomyces variotii 5 0,4 0–21 
Penicillium citrinum 8 2,1 0–39 
P. paneum 58 17,3 0–100 
Rhizopus sp. 9 1,1 0–33 
Leveduras 48 20,3 0–100 
1
 85 amostras analisadas 
Algumas vezes, especialmente em períodos chuvosos, quando as condições climáticas 
de alta umidade não permitem a exposição das amêndoas ao sol, estas permanecem por um 
período de secagem prolongado. Durante esse período os fungos têm condições de crescer e 
as amêndoas ficam visivelmente emboloradas ao final do período (Figura 14A). Para evitar a 
rejeição deste produto pelos compradores, algumas fazendas adotaram a prática do “pisoteio” 
ou “dança do cacau”, no qual as amêndoas são re-umedecidas com água  e os trabalhadores 
pisam sobre os montes de cacau (Figura 14B) de maneira a polir as mesmas e disfarçar essa 
falha de qualidade (Figura 14C). Esse procedimento volta a  elevar a aw  e pode ser crítico 
para a multiplicação fúngica e síntese de micotoxinas. Caso os bolores toxigênicos estejam 
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presentes e micotoxinas tenham sido produzidas, estas não serão removidas das amêndoas 
pela lavagem. 
 
FIGURA 14. AMÊNDOAS COM CONTAMINAÇÃO FÚNGICA VISÍVEL (A), PRÁTICA DO PISOTEIO 
(B) E AMÊNDOAS APÓS POLIMENTO COM OS PÉS (C). 
Quando as amêndoas de cacau atingem 6-8% de umidade, em geral elas são estocadas 
em sacos até o momento da comercialização.  
Nas amostras estocadas a aw variou entre 0,85 e 0,40 (Tabela 5) e a micobiota isolada 
(Tabela 8) de maneira geral foi semelhante à encontrada durante o período de secagem 
(Tabela 7).  
Houve um aumento no número de espécies xerofílicas de Eurotium, como E. 
amstelodami, E. chevalieri e E. rubrum. Aspergillus penicillioides foi primariamente isolado 
neste estádio, alcançando até 100% de infecção em algumas amostras. Foi observado um 
pequeno aumento na diversidade de espécies de  Aspergillus e Penicillium. A população de 
leveduras e G. candidum sofreu uma drástica redução, enquanto a espécie hidrofílica   A. 
corymbifera persistiu. Em condições adversas, como as de baixa aw, os esporos fúngicos 
podem permanecer viáveis por longos períodos, mesmo sem haver crescimento vegetativo 
das hifas. Estocagem em condições deficientes, nas quais o cacau é submetido à ambientes 
com alta umidade relativa, podem propiciar condições adequadas para germinação dos 
esporos, crescimento fúngico e deterioração, além da possibilidade de produção de toxinas. 
Uma pesquisa realizada por Sanchez-Hervas et al., (2008) para avaliar a micobiota de 9 
amostras de cacau estocadas, provenientes de Serra Leoa, Guinea Equatorial e Equador 
revelou a predominância de Aspergillus seções Flavi e Nigri. A micobiota, identificada 
através de seqüenciamento da região ITS, foi semelhante àquela encontrada em nosso estudo, 
apesar da freqüência de ocorrência das espécies ser um pouco diferente, especialmente de 
fungos xerofílicos.  
A B C 
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O tempo de estocagem pode variar de poucos dias à meses, dependendo da agilidade ou 
necessidade de comercialização do cacau pelo produtor para as indústrias, onde as amêndoas 
irão sofrer diferentes tratamentos originando inúmeros produtos processados. 
 
TABELA 8. FREQUÊNCIA DE OCORRÊNCIA, MÉDIA E VARIAÇÃO DO NÍVEL DE INFECÇÃO DE 
AMÊNDOAS DE CACAU POR FUNGOS DURANTE A ESTOCAGEM1  
Espécies Frequência de 
isolamento (%) 
Média de 
infecção (%) 
Variação da 
infecção (%) 
Absidia corymbifera 69 31,8 0–100 
Aspergillus candidus 18 1,4 0–21 
A. carbonarius 9 2,4 0–66 
A. flavus  32 7,7 0–100 
A. fumigatus 2 0,1 0–6 
A. niger 26 4,1 0–51 
A. parasiticus 14 2,2 0–48 
A. penicillioides  14 2,9 0–100 
A. sydowii  18 2,6 0–42 
A. ustus  2 0,1 0–3 
A. versicolor 6 1,7 0–57 
A. melleus 3 0,1 0–3 
Aspergillus sp. nov. 42 13,5 0–100 
Cladosporium spp. 2 0,1 0–3 
Dematiaceus hifomicetos 6 0,3 0–9 
Eurotium amstelodami 35 12,7 0–100 
E. chevalieri 21 3,0 0–66 
E. rubrum 29 7,4 0–100 
Emericella nidulans 3 0,2 0–27 
Eupenicillium spp. 2 0,8 0-33 
Geotrichum candidum 6 0,8 0–21 
Monascus ruber 11 1,7 0–60 
Mucor sp 3 0,2 0–9 
Neosartorya fischeri   2 0,1 0–6 
Nigrospora oryzae 2 1,0 0-51 
Paecilomyces variotii 11 0,7 0–12 
Penicillium sp. 2 0,9 0–60 
Penicillium citrinum 8 1,8 0–51 
P. fellutanum 2 0,5 0–33 
P. paneum 17 3,8 0–66 
Rhizopus stolonifer 11 0,7 0–12 
Syncephalastrum racemosum 15 2,8 0– 42 
Wallemia sebi 2 0,3 0–21 
Leveduras 9 3,4 0–69 
1
 65 amostras analisadas. 
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4.4.2 Fungos e atividade de água nos produtos de processamento industrial 
e chocolates comerciais. 
 O número de fungos isolados das amostras após processamento industrial foi baixo 
(ND-103 UFC/g), sendo os fungos isolados em sua maioria espécies xerofílicas ou 
moderadamente xerofílicas. Na Tabela 9 podem ser visualizadas as espécies isoladas, bem 
como o número de amostras em que estavam presentes. 
TABELA 9. CONTAMINAÇÃO FÚNGICA EM PRODUTOS DO PROCESSAMENTO SECUNDÁRIO DO 
CACAU. 
Produto 
(a/b) 
Casca 
(19/19) 
Nibs 
(16/29) 
Liquor 
(4/25) 
Manteiga 
(1/25) 
Torta 
(0/26) 
Pó 
(11/44) 
Abs. corymbifera 14/19 7/29 - - - 1/44 
A. candidus - 1/29 - - - 1/44 
A. flavus 11/19 8/29 1/25 - - 3/44 
A. niger 8/19 8/29 - - - 2/44 
A. sp. nov 7/19 2/29 - - - 1/44 
A. sydowii 1/19 1/29 - - - 2/44 
A. terreus 3/19 - - - - 1/44 
A. versicolor 2/19 2/29 - - - - 
Cladosporium sp. - 1/29 - - - - 
E. amstelodami 12/19 7/21 - 1/25 - 4/44 
E. chevalieri 10/19 11/21 - - - - 
E. rubrum 7/19 5/21 - - - - 
Em. nidulans 5/19 7/29 - - - - 
Leveduras 3/19 - 3/25   - 
Paecilomyces sp. 8/19 - - - - 2/44 
P. citrinum 3/19 - - - - 2/44 
P. roqueforti 1/19 - - - - - 
P. variabile - - - - - 1/44 
a/b= número de amostras com fungo/ número total de amostras. 
 
A casca da amêndoa (testa) foi o produto que apresentou maior contaminação fúngica, 
basicamente por espécies que foram previamente isoladas das amêndoas estocadas. O fungo 
contaminante Absidia corymbifera, o xerofílico E. amstelodami e o aflatoxigênico A. flavus 
foram as espécies prevalentes. Após tratamento térmico da amêndoa, a casca é quase 
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completamente removida por ventilação (é desejado um resíduo máximo de casca e gérmen 
entre 1 a 1,5% na fração nibs) (Minifie, 1999), o que representa uma significativa redução na 
quantidade de microrganismos contaminantes nas etapas subseqüentes (ICMSF, 2005). 
Apesar do tratamento térmico ao qual as amostras foram submetidas, 55% das amostras 
de nibs analisadas, apresentaram presença de alguma espécies fúngica, seguindo padrão de 
espécies similar ao encontrado na casca. Essas espécies provavelmente são provenientes de 
contaminação pós-processo por microrganismos presentes na sala de processamento. 
A torração é uma etapa importante para o desenvolvimento do sabor de chocolate já 
que ocorrem reações químicas básicas durante este processo. A torração (tratamentos entre 
15min a 2h, e 105-150ºC) é a etapa do processamento do chocolate capaz de destruir 
completamente as células vegetativas de microrganismos (ICMSF, 2005). O mais antigo e 
ainda utilizado método compreende a torração de amêndoas inteiras mas, dependendo do tipo 
de equipamento utilizado e características desejadas no produto, podem ser torrados os nibs 
ou o liquor (Minifie, 1999 ). 
As frações liquor e manteiga apresentaram pouca contaminação e as amostras de torta 
analisadas não apresentaram presença fúngica, o que era esperado devido ao tratamento 
térmico/alcalinização a que são submetidos. 
O processo de alcalinização é geralmente aplicado durante a produção de cacau em pó 
para a obtenção de alterações físico-químicas desejadas na cor, sabor e dispersabilidade do 
produto final. Neste processo tanto nibs, liquor, torta ou cacau em pó são aquecidos com 
álcalis (geralmente Hidróxido de sódio ou Carbonato de potássio) à temperaturas de 85-
115ºC, o que produz um forte efeito esterelizante devido a ação combinada de água,  álcali e 
temperatura (Minifie, 1999 ). 
Cerca de 1/3 das amostras de cacau em pó analisadas apresentaram presença fúngica. 
Segundo Minifie (1999), a microbiota final do cacau em pó é quase exclusivamente 
introduzida durante os estádios subseqüentes de processamento. 
Não foram isolados fungos das 75 amostras comerciais de chocolate em barras 
avaliadas. Das 12 amostras de chocolate em pó analisadas, apenas uma apresentou 
contaminação por fungos (104 UFC/g) e as espécies isoladas foram Eurotium amstelodami, E. 
rubrum, Aspergillus niger,  A. flavus, Paec. variotii, P. citrinum  e  Aspergillus  sp. nov 
(grupo Tamarii). As espécies são similares às encontradas em amêndoas estocadas, o que 
sugere uma contaminação pós-processamento. 
Na Tabela 10 podem ser visualizados os valores de aw  encontrados nos diferentes 
produtos.  
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Os valores de aw da amostras industriais e comerciais variaram entre 0,18 e 0,62, os 
quais não favorecem o desenvolvimento microbiano. Existem relatos do desenvolvimento de 
fungos xerofílicos como Bettsia alvei (teleomorfo de Chrysosporium farinicola), 
Chrysosporium xerophilum e Neosartorya glabra em chocolate e confeitos de chocolate 
deteriorados (ICMSF, 2005; Kinderlerer, 1997). Geralmente esses episódios se devem a 
problemas de estocagem inadequada, decorrentes da formação de um ambiente com maior 
disponibilidade de água  na interface da embalagem e chocolate quando este for estocado em 
ambientes com alta umidade relativa (ICMSF, 2005). 
TABELA 10. VALORES DE ATIVIDADE DE ÁGUA  DE PRODUTOS DO PROCESSAMENTO 
SECUNDÁRIO DE CACAU E DO CHOCOLATE EM PÓ E BARRA.  
Atividade de água (aw ) Amostras Número de 
amostras  Média Variação 
Industriais 168 0.42 0.180-0.635 
Casca 19 0,48 0,319-0,635 
Nibs 29 0,47 0,298 - 0,615 
Liquor 25 0,38 0,180 - 0,621 
Manteiga 25 0,49 0,421 - 0,553 
Torta 26 0,32 0,240 – 0,484 
Pó 44 0,39 0,194 – 0,592 
Comerciais 100 0.44 0.210-0.584 
Chocolate em pó 25 0,51 0,430 – 0,584 
Chocolate meio amargo 25 0,41 0,210 – 0,507 
Chocolate ao leite 25 0,40 0,338 – 0,543 
Chocolate branco 25 0,44 0,348 – 0,547 
 
4.5 CONCLUSÃO 
A micobiota encontrada durante a produção das amêndoas de cacau foi diversa e 
composta por pelo menos 20 gêneros de fungos filamentosos e leveduras. Espécies 
aflatoxigênicas e ocratoxigênicas foram isoladas em maior freqüência durante a secagem e 
estocagem. Os valores de aw apresentaram um decréscimo no decorrer dos estádios, variando 
entre 0,99 e 0,40. Considerando-se  a presença de espécies toxigênicas e os níveis de 
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atividade de água necessários a sua multiplicação e produção de micotoxinas, os dados 
encontrados neste estudo sugerem a secagem como o estádio crítico para acúmulo de 
micotoxinas no processamento do cacau na fazenda. Com relação às etapas de 
processamento, os valores de atividade de água encontrados nos produtos processados foram 
bastante reduzidos, não permitindo desenvolvimento microbiano. Assim, as espécies 
encontradas provavelmente são resultado da contaminação pós-processamento, não estando 
em crescimento ativo nos produtos. 
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5 CAPÍTULO II: OTIMIZAÇÃO DE METODOLOGIAS 
PARA DETERMINAÇÃO DE OCRATOXINA E 
AFLATOXINAS EM CACAU 
5.1 RESUMO 
São apresentados os resultados dos ensaios realizados para otimização das 
metodologias para detecção e quantificação de ocratoxina A e aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 em 
cacau. A ocratoxina A foi extraída com solução aquosa de bicarbonato de sódio 1% e as 
aflatoxinas com solução de metanol:água. A seguir, ambas foram purificadas em colunas de 
imunoafinidade, específicas para cada toxina, antes de serem analisadas através de 
cromatografia líquida de alta eficiência. A otimização foi baseada em seletividade, 
linearidade, limite de detecção e recuperação. Ambos os métodos mostraram-se adequados 
para análise destas micotoxinas em cacau e utilizam-se de solventes de extração com 
toxicidade reduzida. 
5.2 INTRODUÇÃO 
As micotoxinas são compostos químicos tóxicos, com baixo peso molecular, 
produzidos por algumas espécies fúngicas. As ocratoxinas e as aflatoxinas são as de maior 
importância por sua toxicidade e ampla ocorrência em alimentos, e portanto existem várias 
pesquisas para o desenvolvimento de técnicas analíticas de fácil aplicação. Devido à 
diversidade de sua estrutura química e à ampla variedade de alimentos nos quais as 
micotoxinas podem estar presentes, não é possível a utilização de uma técnica padrão para as 
análises (Turner et al., 2009). 
As micotoxinas são reguladas em mais de 77 países em todo o mundo (FAO, 2003), 
cujos limites máximos permitidos nas regulamentações variam entre os países, conforme a 
micotoxina em questão e a matriz considerada (tipo de alimento).  
Existe uma necessidade contínua de métodos analíticos confiáveis e que sejam 
adequados às necessidades estabelecidas pelas regulamentações nacionais, assim como 
internacionais, nas áreas de qualidade e segurança de alimentos. A confiabilidade de um 
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método é determinada por alguma forma de procedimento de validação, que inclui 
especificidade, sensibilidade, repetibilidade, limite de detecção e praticidade, conforme seja 
adequado (FAO, 1997).  
No caso da ocratoxina A (OTA) e aflatoxinas (AF), os métodos mais utilizados 
atualmente se baseiam tanto em cromatografia de camada delgada (CCD) quanto em 
cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) com detecção por fluorescência, devido às 
propriedades fluorescentes destes compostos permitirem a detecção em níveis bastante 
reduzidos. A introdução do uso de colunas de imunoafinidade com anticorpos monoclonais 
na etapa de clean up conferiu uma maior sensibilidade aos métodos, permitindo o isolamento 
e concentração destas micotoxinas a partir de matrizes complexas sem necessidade de 
utilização de solventes orgânicos tóxicos, como o clorofórmio (Patel, 2004). 
Desta maneira, neste capítulo serão descritas metodologias otimizadas in house para 
determinação de ocratoxina A e aflatoxinas em amêndoas de cacau e produtos derivados.  
5.3 MATERIAL E MÉTODOS 
5.3.1 Otimização de metodologia para detecção de ocratoxina A em cacau 
A metodologia desenvolvida foi baseada nos parâmetros recomendados pela Rhone-
Biopharm® para análise de OTA em cacau, com detecção por fluorescência através de CLAE. 
5.3.1.1 Clean-up 
Dez gramas das amostras integrais de cacau moídas foram extraídas com 200mL de 
solução de bicarbonato de sódio (NaHCO3) a 1%. A suspensão foi agitada durante 2 minutos 
em um homogeinizador Ultra-Turrax (Polytron, Suiça) na velocidade de 10.000 rpm. Esta 
mistura homogenizada foi duplamente filtrada através de papel filtro n°4 da Whatman e  filtro 
de fibra de vidro Whatman. A seguir, 20mL do filtrado foram diluídos em 20mL de tampão 
fosfato salino (PBS) com 0,01% Tween 20 e passado através de colunas de imunoafinidade 
Ochraprep (R-Biopharm®) ou Ochratest (Vicam®), específicas para ocratoxina A, em um 
fluxo de 2-3mL/min, seguindo-se a lavagem com 20mL de água destilada.  
A ocratoxina A foi eluída com 4mL de metanol acidificado [metanol: ácido acético 
(98:02, v/v)] em um frasco âmbar. Esta solução foi evaporada sob um fluxo de nitrogênio à 
40°C e o extrato seco foi ressuspenso em 0,3mL de fase móvel. 
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5.3.1.2 Parâmetros do CLAE  
Foi utilizado um sistema Shimadzu LC-10VP HPLC (Shimadzu, Japão) com detector 
de fluorescência a 333nm de excitação e 477nm de  emissão e injetor automático. Foi 
empregada uma coluna Shimadzu Shimpack (5µm, 4,6x250mm) e uma fase móvel composta 
de acetonitrila:água:àcido acético (51:47:02, v/v/v) seguindo uma vazão de 1mL/min.  
Um padrão de OTA (Sigma) foi utilizado para a construção da curva padrão, com a 
área dos picos versus a massa da toxina (ng). A concentração de OTA no extrato da amostra 
foi determinada pela interpolação da área do pico resultante no gráfico de calibração. O 
volume de injeção foi 100µL tanto para a solução padrão quanto para os extratos das 
amostras.  
5.3.1.3 Confirmação química da OTA 
A OTA foi confirmada pela formação de um metil-ester (Pittet et al, 1996). A alíquota 
de aproximadamente 200µL remanescente do extrato injetado e padrão de OTA foi 
evaporado sob uma corrente de nitrogênio a 40°C e o extrato seco foi ressuspenso em 0,3mL 
do Complexo de Trifluoreto de Boro-Metanol (Solução de 20% em Metanol). Esta solução 
foi aquecida a 80ºC por 10 min e esfriada à temperatura ambiente antes de ser injetada no 
CLAE. A identidade da OTA foi confirmada pela formação de um metil-éster com um tempo 
de retenção de ~22min. 
5.3.1.4 Teste de recuperação  
Para determinação da capacidade de recuperação da ocratoxina A foi utilizada a 
metodologia anteriormente descrita. Para tanto uma amostra de cacau, na qual não foi 
detectada ocratoxina após 3 análises sucessivas, foi contaminada artificialmente em 3 
diferentes níveis (0,49, 1,96 e 9,8µg/Kg) e foram realizadas análises com 3 repetições para 
cada nível.  
5.3.1.5 Determinação do limite de detecção do método 
Para determinação do limite de detecção (LOD) foi trabalhado com um nível próximo 
ao limite de detecção estimado em 8 amostras. Foram realizadas 8 extrações paralelas e após 
quantificação foi calculado o desvio padrão entre as mesmas. O limite de detecção foi 
determinado conforme recomendações do Eurachem Guide (1998), com valor t unilateral de 
2,998 para 7 graus de liberdade e com 99% de confiança. 
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5.3.2 Otimização de metodologia para detecção de aflatoxinas em cacau 
A técnica de extração otimizada se baseou na utilização de colunas de imunoafinidade 
com anticorpos específicos para aflatoxinas e detecção por fluorescência através de 
cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), e foi desenvolvida com base em 
metodologia validada por Stroka et al. (2000).  
5.3.2.1 Clean-up 
Vinte gramas de amostras integrais moídas foram adicionadas de dois gramas de NaCl 
e extraídas com 120mL de uma solução de metanol:água (8:2, v/v). A suspensão foi agitada 
durante 3 min em alta velocidade (~10.000rpm) através de um homogeinizador Ultra-Turrax 
(Polytron, Suiça). Esta solução homogeinizada foi duplamente filtrada através dos filtros 
Whatman n° 2 e Whatman A-H de microfibra de vidro. Em seguida, 4mL do filtrado foram 
diluídso em 24mL de PBS e aplicados em colunas de imunoafinidade específicas para 
aflatoxinas (Aflatest WB-Vicam) com fluxo de 2-3 mL/ min e seguindo-se à lavagem da 
coluna com 30mL de água destilada. 
As aflatoxinas (AF) foram eluídas com 4mL de metanol em um frasco âmbar, e a 
solução foi completamente evaporada sob um fluxo de nitrogênio à 40°C. extrato seco foi 
ressuspenso em 1mL de solução metanol:água (2:3, v/v) e filtrado em filtros Milex PFTE 
(politetrafluoroetileno) de 0,45µm antes de ser injetado no cromatógrafo. 
5.3.2.2 Parâmetros do CLAE  
Foi utilizado um sistema Shimadzu LC-10VP HPLC system (Shimadzu, Japão) com 
detector de fluorescência à 362nm de excitação e 455nm de emissão para aflatoxinas G1 e G2 
e 425nm de emissão para aflatoxinas B1 e B2. Uma coluna guarda Shimadzu CLC G-ODS 
(5µm,4x10mm) e uma coluna Shimadzu Shimpack ODS (5µm, 4,6x250mm) foram 
empregadas para separação dos produtos.  
O sistema estava associado com um reator eletroquímico Kobracell (R-Biopharm) para 
derivatização pós-coluna das aflatoxinas B1 e G1, ligado a uma corrente de 100µA. A fase 
móvel utilizada foi água:acetonitrila:metanol (6:2:3, v/v/v), adicionada de 119mg de KBr e 
350µL de ácido nítrico 4M por litro, em um fluxo de 1mL/min.  
Um padrão de aflatoxinas (Sigma) foi utilizado para a construção da curva padrão com 
a área dos picos versus a concentração (µg/L). A concentração das aflatoxinas no extrato da 
amostra foi determinada pela interpolação da área do pico resultante no gráfico de calibração. 
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O volume de injeção foi 100µL tanto para a solução padrão quanto para as amostras.  
5.3.2.3 Teste de recuperação  
Para determinação da capacidade de recuperação das aflatoxinas utilizando-se a 
metodologia acima descrita, realizou-se a contaminação de uma amostra de cacau isenta da 
micotoxina nos níveis de 0,4; 0,2; 0,15 e 0,18µg/Kg respectivamente de aflatoxina B1, B2, G1 
e G2, em triplicata.  
Também verificou-se a recuperação das aflatoxinas em níveis de 4; 2,4; 1,5 e 1,8µg/Kg 
respectivamente de B1, B2, G1 e G2, em triplicata.   
5.3.2.4 Determinação do limite de detecção do método 
O procedimento para determinação do LOD foi o mesmo adotado para a ocratoxina A, 
já descrito anteriormente no item 4.4.3. 
5.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
A otimização dos métodos foi realizada considerando os seguintes parâmetros: 
seletividade e especificidade (uso de colunas de imunoafinidade, detector de fluorescência, 
teste do branco da amostra e teste de confirmação da toxina), exatidão (através de ensaios de 
recuperação), linearidade e limite de detecção. 
Na Figura 15 podem ser visualizadas etapas da extração de micotoxinas  em cacau 
através do uso de colunas de imunoafinidade. 
 
 
FIGURA 15. DETERMINAÇÃO DE MICOTOXINAS DE CACAU: FILTRAÇÃO (A) E EXTRAÇÃO COM 
COLUNAS DE IMUNOAFINIDADE (B). 
A B 
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5.4.1 Metodologia para determinação de Ocratoxina A 
Na Tabela 11 são apresentados os dados dos testes de recuperação de OTA em matriz 
de cacau nos níveis de 0,49, 1,96 e 9,8µg/Kg, quantificados através da equação fornecida pela 
curva padrão apresentada na Figura 20. 
TABELA 11. RECUPERAÇÃO DE OCRATOXINA A EM CACAU EM 3 DIFERENTES NÍVEIS DE 
CONTAMINAÇÃO.  
 
OCRATOXINA A (OTA) 
Repetição Contaminação
 
(µg/Kg) Recuperação (µg/Kg) Recuperação (%) 
 A  0,49 0,44 89,58 
 B  0,49 0,48 98,11 
 C  0,49 0,51 104,67 
Média 0,48 97,45  
 Desvio padrão 0,037  
Repetição Contaminação (µg/Kg) Recuperação (µg/Kg) Recuperação (%) 
 A  1,96 1,86 94,84 
 B  1,96 1,88 96,08 
 C  1,96 1,84 94,12 
Média 1,86 95,02  
 Desvio padrão 0,019  
Repetição Contaminação
 
(µg/Kg) Recuperação (µg/Kg) Recuperação (%) 
 A  9,8 7,85 80,07 
 B  9,8 7,98 81,45 
 C  9,8 7,67 78,22 
Média 7,83 79,91  
 Desvio padrão 0,159  
 
Nas Figuras 16 a 19 podem ser visualizados os cromatogramas com picos e tempos de 
retenção obtidos a partir da injeção de: padrão de OTA (Figura 16), padrão de OTA 
derivatizado (Figura 17), amostra de amêndoa de cacau naturalmente contaminada com OTA 
(Figura 18) e amostra de amêndoa de cacau naturalmente contaminada com OTA 
derivatizada (Figura 19).  
  
 
87 
 
FIGURA 16. CROMATROGRAMA OBTIDO APÓS INJEÇÃO DE PADRÃO DE OCRATOXINA A. 
 
FIGURA 17. CROMATROGRAMA OBTIDO APÓS INJEÇÃO DE PADRÃO DE OCRATOXINA A 
DERIVATIZADO COM TRIFLUORETO DE BORO. 
 
FIGURA 18. CROMATROGRAMA OBTIDO APÓS INJEÇÃO DE EXTRATO DE AMÊNDOAS DE 
CACAU NATURALMENTE CONTAMINADAS COM OCRATOXINA A. 
 
FIGURA 19. CROMATROGRAMA OBTIDO APÓS INJEÇÃO DE EXTRATO DE AMÊNDOAS DE 
CACAU NATURALMENTE CONTAMINADAS COM OCRATOXINA A, APÓS DERIVATIZAÇÃO COM 
TRIFLUORETO DE BORO. 
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Não foram observadas interferências com o pico de OTA no tempo de retenção 
próximo à 10 minutos (Figura 18).  
O solvente utilizado para extração (solução aquosa de bicarbonato de sódio 1%) é 
menos tóxico que outros descritos na literatura, como metanol ou acetonitrila (Hurst & 
Martin, 1998; Amezqueta et al., 2004).  
A melhor maneira de se avaliar a recuperação é através do uso de materiais de 
referências, no entanto, pela não disponibilidade deste material, este trabalho foi realizado 
através da contaminação das amostras com padrão de OTA nos níveis de 0,49; 1,96 e 
9,8µg/Kg, nos quais foram obtidas recuperações 97%, 95% e 80%, respectivamente (Tabela 
11). Estes valores estão de acordo com a Diretiva da Comunidade Européia 2002/26/CE 
(2002) que determina que métodos analíticos para controle de OTA em alimentos  devem 
apresentar recuperação ente 70 e 110% para níveis entre 1 e 10µg/Kg e entre 50 e 120% em 
níveis <1µg/Kg. 
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FIGURA 20. CURVA PADRÃO UTILIZADA PARA A QUANTIFICAÇÃO DE OCRATOXINA A .  
 
Na Tabela 12 são apresentados os valores obtidos na determinação do limite de 
detecção do método, quantificados através da equação fornecida na curva padrão apresentada 
na Figura 21, que também utilizada para quantificação da OTA nas amostras de cacau. 
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TABELA 12. DETERMINAÇÃO DO LIMITE DE DETECÇÃO DO MÉTODO PARA OCRATOXINA A EM 
CACAU. 
Amostra Área OTA (µg/Kg) 
1 1.991 0,02 
2 2.305 0,02 
3 1.899 0,02 
4 1.534 0,02 
5 2.261 0,02 
6 2.302 0,02 
7 1.683 0,02 
8 2.300 0,02 
Média 2.034,4 0,02 
Desvio 307,25  
Limite de detecção 921,1 0,01 
 
 
y = 2E-06x + 0,0025
R2 = 1
0
0,2
0,4
0,6
0,8
1
1,2
1,4
1,6
0 200000 400000 600000 800000 1000000
 
FIGURA 21. CURVA PADRÃO PARA QUANTIFICAÇÃO DE OCRATOXINA A EM CACAU. 
 
O limite de detecção obtido (0,01µg/Kg) está abaixo do nível regulatório proposto 
Diretiva da Comunidade Européia 2002/26/CE (2002) de 2µg/Kg e de outros descritos na 
literatura (Hurst & Martin, 1998; Amézqueta et al., 2004). 
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5.4.2 Metodologia para determinação de Aflatoxinas  
Não foram observadas interferências com os picos de aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 no 
tempo de retenção das mesmas (Figura 22). Na Tabela13, os dados de recuperação de 
aflatoxinas na matriz de cacau nos níveis de 0,4; 0,24; 0,15 e 0,18µg/Kg, respectivamente 
para aflatoxinas B1, B2, G1 e G2, são apresentados, os quais foram estimados seguindo as 
respectivas curvas padrão apresentadas nas Figuras 23 a 26. 
 
 
FIGURA 22. CROMATOGRAMA OBTIDO A PARTIR DE AMOSTRA DE CHOCOLATE 
NATURALMENTE CONTAMINADO COM AFLATOXINAS G2, G1, B2 e B1, RESPECTIVAMENTE. 
 
Os dados referentes a recuperação de aflatoxinas nos níveis de 4; 2,4; 1,5 e 1,8µg/Kg, 
respectivamente para aflatoxinas B1, B2, G1 e G2, são apresentados na Tabela 14 e foram 
calculados seguindo as respectivas curvas padrão apresentadas nas Figuras 27 a 30.  
O resultado dos ensaios para determinação do LOD do método é apresentado na Tabela 
15. 
As metodologias disponíveis na literatura para determinação de aflatoxinas em cacau  
(Scott & Przybylki, 1971; Lenovich & Hurst, 1979; Hurst et. al, 1982) utlizam alguns 
reagentes (ex. Tolueno), e métodos pouco recomendados atualmente principalmente por sua 
toxicidade tanto ao manipulador quanto ao ambiente. 
O solvente utilizado para extração, metanol:água (8:2, v/v) é menos tóxico que outros 
descritos, como clorofórmio, éter, hexano e nitrato de prata, (Scott & Przybylki, 1971; 
Lenovich & Hurst, 1979; Hurst et. al, 1982) e o procedimento de extração com colunas de 
imunoafinidade evita o uso de solventes orgânicos como clorofórmio que, além de sua 
toxicidade, é problemático como contaminante ambiental.  
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TABELA 13. RECUPERAÇÃO DE AFLATOXINAS B1, B2, G1 E G2 EM CACAU, RESPECTIVAMENTE 
NOS NÍVEIS DE 0,4; 0,24; 0,15 E 0,18µg/Kg. 
AFLATOXINAS 
Repetição  Contaminação B1 (µg/Kg) Recuperação (µg/Kg) Recuperação (%) 
 A  0,4 0,441 109,08 
 B  0,4 0,398 98,52 
 C  0,4 0,373 92,19 
Média 0,404 99,93  
 Desvio padrão 0,03  
Repetição  Contaminação B2 (µg/Kg) Recuperação (µg/Kg) Recuperação (%) 
 A  0,24 0,253 104,02 
 B  0,24 0,233 96,12 
 C  0,24 0,227 93,66 
Média 0,238 97,93  
 Desvio padrão 0,01  
Repetição  Contaminação G1 (µg/Kg) Recuperação (µg/Kg) Recuperação (%) 
 A  0,15 0,138 93,23 
 B  0,15 0,131 88,06 
 C  0,15 0,156 105,38 
Média 0,142 95,56  
 Desvio padrão 0,01  
Repetição  Contaminação G2 (µg/Kg) Recuperação (µg/Kg) Recuperação (%) 
 A  0,18 0,162 91,51 
 B  0,18 0,164 92,79 
 C  0,18 0,164 92,64 
Média 0,163 92,32  
 Desvio padrão 0,001  
Aflatoxinas B1 +B2 +G1 +G2  Recuperação (%) 
 Média 96,43 
  
 
92 
y = 5E-07x - 0,0002
R2 = 0,9977
0,000
0,005
0,010
0,015
0,020
0,025
0,030
0 20000 40000 60000
 
FIGURA 23. CURVA PADRÃO PARA QUANTIFICAÇÃO DE AFLATOXINA B1 EM CACAU.  
y = 3E-07x + 0,0005
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FIGURA 24. CURVA PADRÃO PARA QUANTIFICAÇÃO DE AFLATOXINA B2 EM CACAU.  
y = 5E-07x + 0.0012
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FIGURA 25. CURVA PADRÃO PARA QUANTIFICAÇÃO DE AFLATOXINA G1 EM CACAU.  
y = 4E-07x + 0.0008
R2 = 0.9985
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FIGURA 26. CURVA PADRÃO PARA QUANTIFICAÇÃO DE AFLATOXINA G2 EM CACAU. 
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TABELA 14. RECUPERAÇÃO DE AFLATOXINAS B1, B2, G1 E G2 EM CACAU, RESPECTIVAMENTE 
NOS NÍVEIS DE 4; 2,4; 1,5 E 1,8µG/KG. 
AFLATOXINAS 
Repetição  Contaminação B1 (µg/Kg) Recuperação (µg/Kg) Recuperação (%) 
 A  4 3,756 92,92 
 B  4 3,811 94,28 
 C  4 3,359 83,08 
Média 3,642 90,10  
 Desvio padrão 0,25  
Repetição  Contaminação B2 (µg/Kg) Recuperação (µg/Kg) Recuperação (%) 
 A  2,4 2,446 100,76 
 B  2,4 2,454 101,10 
 C  2,4 2,193 90,33 
Média 2,364 97,40  
 Desvio padrão 0,15  
Repetição  Contaminação G1 (µg/Kg) Recuperação (µg/Kg) Recuperação (%) 
 A  1,5 1,373 92,45 
 B  1,5 1,403 94,47 
 C  1,5 1,237 83,32 
Média 1,336 90,08  
 Desvio padrão 0,09  
Repetição  Contaminação G2 (µg/Kg) Recuperação (µg/Kg) Recuperação (%) 
 A  1,8 1,788 101,14 
 B  1,8 1,570 88,82 
 C  1,8 1,372 77,62 
Média 1,679 94,98  
 Desvio padrão 0,154  
Aflatoxinas B1 +B2 +G1 +G2  Recuperação (%) 
 Média 93,14 
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FIGURA 27. CURVA PADRÃO PARA QUANTIFICAÇÃO DE AFLATOXINA B1 EM CACAU. 
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FIGURA 28. CURVA PADRÃO PARA QUANTIFICAÇÃO DE AFLATOXINA B2 EM CACAU. 
y = 4E-07x + 9E-05
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FIGURA 29. CURVA PADRÃO PARA QUANTIFICAÇÃO DE AFLATOXINA G1 EM CACAU.  
y = 6E-07x - 0.022
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FIGURA 30. CURVA PADRÃO PARA QUANTIFICAÇÃO DE AFLATOXINA G2 EM CACAU. 
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TABELA 15. DETERMINAÇÃO DO LIMITE DE DETECÇÃO DO MÉTODO PARA AFLATOXINAS EM 
CACAU. 
 y = 5E-07x - 0,0002 y = 3E-07x + 0,0005 y = 5E-07x + 0,0012 y = 4E-06x + 0,0008  
Amostra Área B1 µg/Kg Área B2 µg/Kg Área G1 µg/Kg Área G2 µg/Kg 
1 3556 0,018 1917 0,006 6661 0,005 4973 0,003 
2 3664 0,018 1814 0,006 4682 0,004 3550 0,002 
3 3429 0,017 1242 0,004 6306 0,004 4438 0,003 
4 2806 0,014 1927 0,006 4189 0,003 4803 0,003 
5 3052 0,015 1621 0,005 3759 0,003 4045 0,002 
6 3338 0,016 1695 0,006 3808 0,003 5691 0,003 
7 3414 0,017 1674 0,006 4716 0,004 4042 0,002 
8 2679 0,013 1920 0,006 4375 0,003 4061 0,002 
Média 3242,3 0,016 1726,25 0,006 4812 0,004 4450,4 0,003 
SD 357,29 0,002 230,28 0,001 1093,68 0,001 679,3 0,0003 
LOD  1071,9  0,0003 690,8  0,0026 3281 0,0028 2037,9  0,0016 
 
Este trabalho foi realizado através da contaminação das amostras com uma mistura de 
padrão de Aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 nos níveis de 0,4; 0,24; 0,15 e 0,18µg/Kg; e também 4; 
2,4; 1,5 e 1,8µg/Kg respectivamente para aflatoxinas B1, B2, G1 e G2. A média da recuperação 
das aflatoxinas B1 +B2 +G1 +G2 no nível mais baixo foi de 96% e de 98% no nível mais alto. 
Estes valores de acordo com a Diretiva da Comunidade Européia 98/53/CE (1998) que 
determina que métodos analíticos para controle de aflatoxinas em alimentos devem 
apresentar recuperação ente 80 e 110% para níveis superiores a 10 µg/Kg, 70 e 110% para 
níveis entre 1 e 10µg/Kg e entre 50 e 120% em níveis <1µg/Kg. 
5.5 CONCLUSÃO 
Considerando-se os resultados obtidos, as metodologias desenvolvidas para a detecção 
de ocratoxina A e aflatoxinas em cacau, descritas neste capítulo, mostraram-se adequadas 
para serem utilizadas na quantificação da contaminação de cacau por ocratoxina A e 
aflatoxinas B1, B2, G1 e G2. 
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6 CAPÍTULO III: OCORRÊNCIA DE FUNGOS 
OCRATOXIGÊNICOS E OCRATOXINA A EM CACAU 
6.1 RESUMO 
Este estudo foi realizado para investigar a ocorrência de fungos ocratoxigênicos e 
ocratoxina A em 226 amostras de amêndoas de cacau. As amostras foram coletadas na 
principal região produtora de cacau no Brasil, em diferentes dias de fermentação, secagem e 
estocagem. Foram isoladas apenas espécies ocratoxigênicas pertencentes ao gênero 
Aspergillus. As espécies mais comuns foram A. niger e A. carbonarius, entretanto A. melleus, 
A. westerdijkiae e A. ochraceus também foram isoladas. Fungos ocratoxigênicos estavam 
presentes desde a etapa fermentativa, mas um considerável aumento na contaminação das 
amêndoas foi observado durante a secagem e estes níveis permaneceram elevados na 
amostras estocadas. A ocratoxina A foi detectada em todas as etapas de processamento, 
verificando-se uma maior ocorrência de amostras positivas durante a secagem e estocagem, 
confimando as observações micológicas.  
6.2 INTRODUÇÃO 
Antes de originar o chocolate, as sementes de cacau são submetidas a diferentes etapas 
de processamento nas fazendas produtoras. Durante este processamento primário, após a 
abertura do fruto e passando pelas etapas de fermentação e secagem, as amêndoas são 
expostas a uma ampla variedade de microrganismos, dentre os quais estão os fungos 
filamentosos.  
Os fungos filamentosos que aparecem de maneira mais intensa no final da fermentação 
e durante a secagem são geralmente associados com a deterioração da amêndoa, muitas vezes 
introduzindo aromas indesejáveis que não conseguem ser eliminados durante as etapas 
seguintes de processamento na indústria. Recentemente, após relatos sobre a ocorrência de 
ocratoxina A (OTA) em chocolate, a presença de fungos nas amêndoas passou a receber uma 
atenção maior. Isto devido a possibilidade  de produção desta micotoxina e suas implicações 
sobre a saúde pública. 
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A OTA foi considerada como nefrotóxica, teratogênica e imunotóxica em estudos com 
animais. Devido a insuficiência de estudos com humanos, a Agência Internacional de 
Pesquisa sobre o Câncer (IARC) classificou a OTA como um possível carcinógeno para 
humanos (grupo 2B) (IARC, 1993). 
A OTA tem sido detectada em uma ampla variedade de produtos de origem vegetal e 
permanece estável durante a maioria das etapas utilizadas para processamento de alimentos 
(Boudra, 1995). Em regiões tropicais, sua presença em alimentos é associada à ocorrência dos 
fungos Aspergillus carbonarius, A. niger e A. ochraceus  (Pitt & Hocking, 1997; Taniwaki et 
al, 2003; Samson et al., 2002). Atualmente existe uma discussão internacional para definição 
de níveis aceitáveis para presença de OTA em cacau e produtos derivados. 
Dados sobre a presença de fungos ocratoxigênicos sob condições naturais durante as 
etapas de processamento de cacau não estão disponíveis. Assim, o objetivo deste trabalho foi 
avaliar a ocorrência de fungos ocratoxigênicos e  ocratoxina A em amostras coletadas durante 
as etapas do processamento primário do cacau em fazendas, determinando-se as etapas 
críticas para acumulação de OTA no cacau. 
6.3 MATERIAL E MÉTODOS 
6.3.1 Amostras 
Um total de 226 amostras de cacau provenientes de fazendas localizadas na região 
cacaueira de Ilhéus-BA foram avaliadas para presença de fungos ocratoxigênicos e 
ocratoxina A. As amostras foram coletadas durante o processamento rotineiro de cacau 
realizado nas fazendas, englobando os diferentes dias de cada etapa e foram assim 
distribuídas: 25 de sementes coletadas antes da fermentação, 51 durante a fermentação, 85 
durante a secagem e 65 na estocagem. 
De maneira geral, as fazendas amostradas trabalhavam com fermentação de cacau em 
caixas de madeira durante 6 dias. Todas as amostras coletadas no período de secagem se 
referiam à amostras secando ao sol em barcaças com cobertura de teto móvel, em período 
máximo de 12 dias.  
6.3.2 Análise  da presença de espécies ocratoxigênicas  
Para se avaliar os fungos ocratoxigênicos infectando as amostras de cacau, foi utilizado 
o método de plaqueamento direto e incubação a 25°C,  conforme descrito no Capítulo I (item 
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4.2.3) (Pitt & Hocking, 1997). 
Decorrido o período de incubação, todas as amêndoas foram inspecionadas para a 
presença de fungos e colônias suspeitas foram isoladas em agar Czapeck Extrato de Levedura 
(CYA) para posterior identificação. A identificação foi baseada tanto em características 
macro (diâmetro da colônia, aspecto e coloração do verso e reverso, produção de pigmento 
solúvel, exudato e esclerócios) quanto microscópicas (forma e estrutura do conidióforo, 
tamanho dos conídios, rugosidade), seguindo os manuais apropriados Klich & Pitt 1988, 
Samson et al., 2002, Frisvad et al., 2004, Samson et al., 2004). 
A freqüência de isolamento (IF) de cada espécie foi expressa como a porcentagem de 
amêndoas na qual era verificado o desenvolvimento do fungo.  
6.3.3 Teste de capacidade ocratoxigênica  
Fungos identificados como potencialmente ocratoxigênicos (Aspergillus seção 
Circumdati e seção Nigri) foram inoculados em agar Extrato de Levedura e Sacarose (YESA) 
e incubados durante 7 dias à 25°C. Decorrido o período de incubação, seus metabólitos 
secundários foram extraídos aplicando-se a técnica do ágar plug associada à cromatografia de 
camada delgada (CCD), descrita por Filtenborg et al. (1983). 
 Os extratos fúngicos foram aplicados em placas de sílica para CCD, e a análise foi 
desenvolvida em tolueno:acetato de etila: ácido fórmico 90%: clorofórmio (7:5:2:5 v/v/v/v) 
(Scott et al., 1970).   
 O resultado positivo/negativo foi obtido através da comparação qualitativa da 
aparência e fator de retenção dos metabólitos secundários produzidos por cada isolado com 
padrão de ocratoxina desenvolvidos paralelamente nas placas cromatográficas, observadas 
sob incidência de luz ultravioleta de 365nm. 
6.3.4 Análise de ocratoxina A em cacau  
Para a determinação e quantificação de ocratoxina A nas amostras, utilizou-se a 
metodologia validada in house e descrita no Capítulo II, item 5.2.1. 
6.3.5 Análise estatística   
Para análise estatítica (análises de correlação) foi utilizado o programa The 
Unscrambler® 9.2 (Camo Process AS, Noruega).  
Para interpretação dos valores do coeficiente de Pearson (r) encontrados, foram 
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considerados um correlação (positiva ou negativa) muito fraca 0,00 ≤ r ≥ 0,19; fraca 0,20 ≤ r 
≥ 0,39; moderada 0,40 ≤ r ≥  0,69; forte 0,70≤ r ≥ 0,89 e muito forte 0,90≤ r ≥1,00 (Rodgers 
& Nicewander, 1988). 
6.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
A origem da ocratoxina A em zonas de clima temperado e tropical é atualmente 
associado à presença de Aspergillus seção Circumdati e Aspergillus seção Nigri (Pitt & 
Hocking 1997). Neste estudo os isolados  potencialmente produtores de ocratoxina A foram: 
A. carbonarius, grupo do A. niger e o grupo do A. ochraceus.  
Espécies ocratoxigênicas não estavam presentes em amostras de cacau coletadas antes 
do início do período fermentativo, tanto em frutos saudáveis quanto nos que apresentavam 
lesões por enfermidades, principalmente por Vassoura-de-bruxa. Durante a fermentação 
apenas poucos isolados pertencentes à seção Nigri foram encontrados, mas um grande 
aumento na ocorrência de fungos ocratoxigênicos foi observado nas fases seguintes de 
processamento (Tabela 16). 
No período de secagem foi encontrada a maior diversidade de espécies ocratoxigênicas. 
Isto ocorreu em virtude do surgimento de Aspergillus seção Circumdati. Durante a estocagem 
o padrão dos fungos presentes manteve-se similar, com uma pequena redução na ocorrência 
de membros da seção Circumdati e elevação dos representantes da seção Nigri. 
A. niger foi o fungo potencialmente produtor de ocratoxina A com maior freqüência de 
ocorrência, com um total de 191 isolados, no entanto apenas 9 (5,2%) destes foram capazes 
de produzir ocratoxina A no meio de cultivo. Por outro lado, todos os 92 isolados de  A. 
carbonarius e os 10 do grupo dos A. ochraceus (A. melleus, A. ochraceus e A. westerdijkiae)  
demonstraram ser produtores de ocratoxina A.  
A. niger alcançou mais de 50% de amêndoas infectadas em algumas amostras coletadas 
durante secagem e estocagem. Uma alta freqüência de amêndoas infectadas. Por outro lado, 
apenas  poucos representantes do grupo  A. ochraceus foram isolados (Tabela 16). 
A avaliação da distribuição das espécies revelou a presença de Aspergillus seção Nigri 
na fermentação, secagem e estocagem, com um padrão ascendente de ocorrência entre as 
fases (Tabela 16).  
Por outro lado, os representantes do grupo do A. ochraceus foram isolados de poucas 
amostras durante secagem e estocagem (em amostras procedentes de uma mesma fazenda 
produtora) e apresentaram baixo nível de infecção das amêndoas. De acordo com observação 
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pessoal sua ocorrência parece estar relacionada ao inóculo inicialmente presente nas barcaças 
de secagem (Figura 31).  
 
FIGURA 31. PRESENÇA DE FUNGO DO GRUPO DE A. OCHRACEUS EM BARCAÇA.  
Apesar da ocorrência de alguns fungos ocratoxigênicos durante a fermentação, os dados 
micológicos encontrados sugerem o período de secagem em barcaças como a etapa crítica 
para o desenvolvimento de fungos ocratoxigênicos e produção de ocratoxina. Na fase da 
secagem foi observado um grande aumento na ocorrência do gênero Aspergillus o que se 
deve a duas razões principais: primeira, a disposição das amêndoas em barcaças propicia seu 
contato com uma variedade de esporos fúngicos presentes na barcaça e no ambiente, os quais 
poderão atuar como inóculo, e segunda, a lenta diminuição da aw das amêndoas, a qual irá 
reduzir o número de competidores por restringir o desenvolvimento de bactérias e leveduras, 
mas ainda fornecer condições para o desenvolvimento dos fungos e produção de micotoxinas 
durante os primeiros dias. 
Não foram encontrados trabalhos avaliando a contaminação fúngica das barcaças (em 
geral construídas com base em madeira) e influência desta sobre o desenvolvimento de 
fungos e produção micotoxinas nas amêndoas. Considerando que foram encontradas grandes 
variações nos níveis de ocorrência de fungos nas amêndoas avaliadas no período de secagem, 
acredita-se que uma correta higienização das barcaças entre os lotes dispostos para secagem 
reduziria consideravelmente a contaminação das mesmas. Todas as fazendas avaliadas nesta 
pesquisa utilizavam lastro de madeira, porém sabe-se que outras alternativas como superfícies 
plásticas ou de concreto estão sendo avaliadas por alguns produtores. 
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TABELA 16. FREQÜÊNCIA DE ISOLAMENTO, VARIAÇÃO NO GRAU DE INFECÇÃO DA AMÊNDOA, E NÚMERO DE FUNGOS OCRATOXIGÊNICOS 
ISOLADOS DE AMÊNDOAS DE CACAU COLETADAS DURANTE PROCESSAMNETO PRIMÁRIO EM FAZENDAS DA REGIÃO DE ILHÉUS-BA.   
 FERMENTAÇÃO (51 amostras) SECAGEM (85 amostras) ESTOCAGEM (65 amostras) 
 IF (%) RI (%) n OP IF (%) RI (%) n OP IF (%) RI (%) n OP 
A. carbonarius 1.96 0 -3 1 1/1 5.88 0 – 45 43 43/43 9.23 0 – 66 48 48/48 
A. niger  3.92 0 -9 4 1/4 16.47 0 – 60 101 8/101 26.15 0 – 51 86 1/86 
A. ochraceus 0 0 - - 2.35 0 - 3 2 2/2 0 0 0 - 
A. melleus 0 0 - - 2.35 0 - 6 4 4/4 3.08 0 – 3 2 2/2 
A. westerdijkiae 0 0 - - 2.35 0 - 6 2 2/2 0 0 0 - 
 
IF= Frequência de isolamento % ( Porcentagem de amostras infectadas com uma determinada espécie fúngica) 
RI= Variação da infecção  das amêndoas % (Variação no número de amêndoas infectadas dentro de uma amostra, %) 
n= Número de fungos isolados 
OP= Produtor de ocratoxina (número de isolados de uma espécie capazes de produzir ocratoxina em relação ao número total de isolados da 
espécie) 
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A maior parte das fazendas apenas utiliza métodos empíricos para estimar o grau de 
umidade das amêndoas e assim decidir quando elas devem ser estocadas. De maneira 
geral, avaliando sob o ponto de vista comercial, não é desejável para os produtores de 
cacau que haja uma redução muito grande nos valores de umidade, visto que isso reduzirá 
o peso total das amêndoas e conseqüentemente o preço pago pelo produto, desde que 
dentro do limite máximo de 8% de umidade. Microbiologicamente, quanto mais alto for 
este valor, maior será a possibilidade de deterioração do produto por fungos filamentosos. 
Das 65 amostras de estocagem avaliadas, 19 (29%) apresentaram um valor de aw  acima 
do considerado microbiologicamente seguro (aw 0,70) e 3 destas apresentaram aw >0,80; 
próximo ao limite descrito para produção de ocratoxina A pelo A. ochraceus (Moss, 
1996). 
Em estudo recente realizado em Camarões por Mounjounenpou et al. (2008), foi 
avaliada a ocorrência de fungos filamentosos durante um experimento simulando 
diferentes condições de fermentação adotadas em fazendas. O tratamento no qual frutos 
inteiros eram abertos logo após a colheita e postas para fermentar em caixas de madeira 
(similar às condições adotadas nas fazendas avaliadas em nossa pesquisa) revelou A. 
niger como única espécie produtora de ocratoxina presente. O fungo estava ausente das 
amostras até o final do período fermentativo e depois disso foi isolado de 27% das 
amêndoas na secagem e 33% na estocagem. A. carbonarius foi isolado somente em 
amostras que foram abertas após terem decorridos 10 dias da colheita, e nestas condições 
o mesmo foi isolado em todas as fases do processamento primário. 
Uma importante diferença entre dados observados em nossas análises e os 
reportados por aqueles pesquisadores (Mounjounenpou et al. (2008) diz respeito a 
porcentagem de isolados de A. niger capazes de sintetizar ocratoxina A. Em 
contraposição aos dados brasileiros, onde apenas 5,2% dos isolados de A. niger são 
confirmadamente ocratoxigênicos, 70% das cepas avaliadas em Camarões demonstraram 
tal capacidade. 
 Outros 2 estudos relatando ocorrência de fungos produtores de ocratoxina foram 
realizados na Espanha. Sanches-Hervas et al. (2008) avaliaram 9 amostras de amêndoas 
de cacau secas importadas da Serra Leoa, Guinea Equatorial e Equador, e relataram o 
isolamento de 138 Aspergillus seção Nigri de 60% das amostras. A porcentagem de 
fungos produtores de ocratoxina nesse  estudo também foi elevada: 47% dos A. niger e 
100% dos A. carbonarius. Por outro lado, Amézqueta et al. (2008) analisaram amêndoas 
da Costa do Marfim e Nigéria, e encontraram  Aspergillus seção Nigri  como único grupo 
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ocratoxigênico presente. Todos os três A. carbonarius e nenhum dos treze A. niger 
isolados eram produtores de toxina. 
Diferenças na porcentagem de isolados de A. niger produtores de ocratoxina podem 
determinar uma maior ocorrência da toxina nas amostras destas origens, visto que esta 
espécie é de ampla ocorrência em cacau.  
Na tabela 17 podem ser visualizados os valores de contaminação por OTA em 
amostras coletadas durante o processamento primário do cacau em fazendas. 
TABELA 17. CONTAMINAÇÃO POR OCRATOXINA A (OTA) EM AMOSTRAS COLETADAS 
DURANTE AS ETAPAS DE PROCESSAMENTO PRIMÁRIO DO CACAU EM FAZENDAS DA 
REGIÃO DE ILHÉUS- BA. 
   Número de amostras   Ocratoxina A (µg/Kg) 
Fase Total OTA> 
LOD (%) 
OTA> 2 
µg/Kg (%) 
Max . Mediana Média 
Pré-fermentação 25 0 (0%) 0 (0%) 0 0 0 
Fermentação 51 14 (27%) 0 (0%) 1,71 0,0 0,05 
Secagem 85 45 (53%) 3 (4%) 10,98 0,01 0,1 
Estocagem 65 34 (52%) 2 (3%) 10,08 0,01 0,25 
LOD: 0,01µg/Kg 
Dentre as amostras coletadas antes do início do processo fermentativo, nenhuma 
apresentou contaminação por OTA.  
Das 51 amostras coletadas durante a fermentação, 27% apresentaram algum nível 
de contaminação por OTA, no entanto apenas 3 amostras apresentaram níveis superiores 
a 0,1µg/kg.  
No estádio de secagem ao sol em barcaças, 45 (53%) das amostras estavam 
contaminadas com OTA em níveis que variaram de 0,01 a 10,98µg/kg. Destas amostras, 
6 apresentaram contaminação entre 0,1 e 0,5µg/kg e 6 níveis de OTA superiores a 
0,5µg/kg.  
No período de estocagem tanto a quantidade de amostras positivas quanto a média 
do nível de contaminação por OTA foram semelhantes as encontradas durante o período 
de secagem. Dentre as 34 amostras positivas para OTA, com níveis variando de 0,01 a 
10,08µg/kg, apenas 6 apresentaram contaminação entre 0,1 e 0,5µg/kg e em 2 amostras 
os níveis de OTA foram superiores a 0,5µg/kg. 
Analisando com maior detalhamento os dados de prevalência de ocratoxina A em 
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cacau, apresentados na Tabela 17, foi verificado que a amostra que apresentou o nível 
máximo de ocratoxina durante a fermentação (1,71µg/Kg) foi coletada em uma fazenda 
que separava frutos saudáveis dos lesionados, realizando fermentação em caixas 
separadas. Esta amostra provinha do lote de frutos de baixa qualidade (com lesões 
causadas na colheita e/ou enfermidades, principalmente Vassoura-de-bruxa) e A. 
carbonarius foi isolado da amostra. Este resultado concorda com observações realizadas 
por Mounjounenpou et al. (2008), que relataram maiores níveis de ocorrência de 
ocratoxina A e Aspergillus seção Nigri em caixas de fermentação de frutos lesionados. 
Isto sugere que já poderia haver produção de ocratoxina nas etapas iniciais do 
processamento se sementes oriundas de frutos com baixa qualidade forem utilizadas. 
Dentre as 5 amostras que apresentaram valores de ocratoxina A superiores à 2 
µg/Kg, 2 das 3 coletadas durante a secagem e 1 das 2 coletadas durante a estocagem 
correspondem à amêndoas não submetidas à processo fermentativo tradicional. Os lotes a 
que estas amostras correspondiam foram sementes parcialmente despolpadas e 
conduzidas diretamente à barcaças de secagem, procedimento conhecido como drying 
fermentation. Estes dados indicam um importante papel desempenhado pela adequada 
fermentação para controlar os níveis de ocratoxina nas amostras.  Uma observação 
semelhante foi relatada por Petithuguenin (2002), onde os níveis médios de ocratoxina 
encontrados em cacau fermentado por 0-2 dias foi de 5,33µg/Kg; contra 1,07;  1,72 e 
1,45µg/Kg respectivamente para amêndoas de cacau submetidas à  3, 4  ou 5-7 dias de 
fermentação.   
Dentre as cinco amostras com alta contaminação por ocratoxina A, quatro  
amostras apresentaram infecção por A. carbonarius em mais de 20% das amêndoas 
avaliadas e co-ocorrência de A. niger. Em apenas uma amostra, estocada por período 
superior à 1 ano, não foi verificada presença destes fungos. 
As amostras da estocagem apresentaram valores similares às do período de 
secagem tanto para a porcentagem de amostras positivas quanto para o nível de 
contaminação encontrado. Dentre as 34 amostras positivas, apenas 2 apresentaram 
contaminação > 2µg/Kg. A maior contaminação encontrada neste período (10,08µg/Kg) 
correspondia a uma amostra parcialmente despolpada e não fermentada, estocada durante 
6 meses. Esta amostra apresentou contaminação por A. carbonarius em 66% das 
amêndoas analisadas e A. niger também foi isolado em 9% das amêndoas. O menor 
acúmulo de OTA nas amêndoas fermentadas pode ocorrer pela presença de um maior 
número de microrganismos competidores ou mesmo pelas alterações de pH e 
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disponibilidade de nutrientes nas amêndoas fermentadas.  
No Capítulo 7 será descrito e discutido um experimento no qual foi avaliado o 
efeito das práticas da fermentação e despolpamento parcial  sobre a produção de 
ocratoxina em cacau inoculado com A. carbonarius. 
Foi realizada uma análise de correlação cruzada, entre o grau de infecção por 
fungos, ocorrência de fungos ocratoxigênicos, valores de aw e nível de contaminação por 
ocratoxina A
 
nas amêndoas de cacau analisadas neste estudo. Os resultados dos 
coeficientes de correlação de Pearson,  podem ser observados na Tabela 18.  
TABELA 18 CORRELAÇÃO CRUZADA ENTRE OCORRÊNCIA DE FUNGOS E ESPÉCIES 
OCRATOXIGÊNICAS, ATIVIDADE DE ÁGUA (AW) E CONTAMINAÇÃO DE AMÊNDOAS DE 
CACAU POR OCRATOXINA A (OTA). 
Parâmetros  OTA aw % de Infecção  
OTA 1,000 -0,154 0,102 
aw -0,154 1,000 -0,292 
% de Infecção  0,102 -0,292 1,000 
A. carbonarius 0,702 -0,196 0,174 
A. niger (grupo) 0,402 -0,155 0,232 
A. ochraceus (grupo) -1,55e-02 -6,02e-03 0,180 
 
Os dados demonstram uma correlação fortemente positiva entre a presença de 
Aspergillus seção Nigri e a ocorrência de OTA nas amostras, especialmente A. 
carbonarius, com 70% de correlação. O mesmo não foi observado para o grupo dos A. 
ochraceus. Também foi verificada uma débil correlação negativa entre ocorrência de 
OTA e o conteúdo aquoso das amostras, sugerindo que as etapas críticas encontram-se 
após o período fermentativo. 
Estes resultados estatísticos confirmam a importância atribuída aos membros de 
Aspergillus seção Nigri para o acúmulo de ocratoxina em alimentos de zonas tropicais e 
subtropicais (Pitt & Hocking, 1997; Magnoli et al., 2003; Belli et al., 2004; Samson et al., 
2004; Martinez-Culebras & Ramon, 2007). 
Foi observada apenas uma correlação bastante fraca entre a porcentagem de 
infecção das amêndoas por fungos em geral e níveis de OTA. 
Um estudo descrito por Petithughenin (2002) tentou correlacionar o conteúdo de 
OTA e atributos de qualidade de amêndoas avaliadas em provas de corte, no entanto não 
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foi verificado qualquer correlação, nem mesmo com as amêndoas mofadas. Uma 
conclusão similar foi alcançada por Raters & Matissek, (2000), estes autores também 
realizaram um teste denominado “Modelo climático”, na qual amêndoas de cacau foram 
estocadas em ambiente climatizado sob condições estritamente definidas de umidade e 
temperatura. Foi  observado uma marcada elevação no crescimento de fungos (não 
identificados), sem que fosse  observado um aumento na contaminação por OTA e 
aflatoxinas. Isto sugere que o período de estocagem não  seria crítico para produção 
destas toxinas, já que as espécies que estariam ativas não devem ser ocratoxigênicas ou 
não encontram as condições necessárias para a produção de ocratoxina A. 
Os níveis de OTA encontrados nas amêndoas brasileiras fermentadas, secas e 
estocadas (média de 0,25µg/kg e 52% de amostras positivas) foram inferiores aos 
registrados por Dongo et al.(2008) em investigação realizada na Nigéria em que de 59 
amostras analisadas, 54 estavam contaminadas com níveis de OTA entre 1,0 e 
277,5µg/kg, com média de 40,3µg/kg. Os valores encontrados em nossa pesquisa estão 
mais próximos dos registrados por Bonvehi (2004) que encontrou OTA em 76% das 21 
amostras de amêndoas africanas analisadas, com uma contaminação média de 0,45µg/kg 
e variação entre 0,1 e 3,5 µg/kg e aqueles reportados por Amesqueta et al. (2004), com 
63% de amostras positivas para OTA entre as 46 amêndoas africanas analisadas, com um 
nível médio 1,71µg/kg, variando entre 0,04 e 14,8µg/kg.  Esta observação também foi 
feita por outros pesquisadores, que descreveram uma menor ocorrência de ocratoxina A 
em amêndoas provenientes das Américas e do Pacífico, quando comparadas às amêndoas 
produzidas na África (Raters & Matissek, 2000; Gilmour & Lindblom, 2008), 
6.5 CONCLUSÃO 
Os resultados encontrados nesta etapa do trabalho sugerem que, de maneira geral, 
os níveis de ocratoxina presentes nas amêndoas de cacau do Brasil avaliadas são baixos, 
que a  secagem aparenta ser a etapa crítica para o desenvolvimento de fungos 
ocratoxigênicos e produção de ocratoxina e que esta permanece estável durante o período 
de estocagem. Os Aspergillus da seção Nigri, em especial A. carbonarius, parecem ser os 
principais responsáveis pela produção de OTA em cacau.  
Considerando-se os dados de ocorrência de maiores níveis de OTA em amostras 
não fermentadas, quando comparadas com àquelas fermentadas, analisadas durante o 
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período de secagem quanto de estocagem, acredita-se que o processo fermentativo seja 
fundamental para prevenir o desenvolvimento fúngico e acúmulo de ocratoxina A nas 
amêndoas de cacau. Com isso, deve ser dada atenção à prática, que vem sendo adotada 
em alguns países e introduzida no Brasil, de reduzir ou eliminar a prática da fermentação 
das sementes.   
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7 CAPÍTULO IV: OCORRÊNCIA DE FUNGOS 
AFLATOXIGÊNICOS E DE AFLATOXINAS EM CACAU  
7.1 RESUMO 
Este trabalho reporta a ocorrência de fungos aflatoxigênicos e aflatoxinas em 226 
amostras de cacau coletadas durante a fase de processamento primário das amêndoas nas 
fazendas. Foram isolados 819  fungos aflatoxigênicos pertencentes as espécies A. flavus, 
A. parasiticus e A. nomius.  A capacidade produtora de aflatoxinas foi avaliada através da 
técnica de Agar-plug em cromatografia de camada delgada. Todos os isolados de A. 
parasiticus e A. nomius, e 64% dos A. flavus foram produtores de aflatoxinas. Por outro 
lado, de maneira geral, apenas baixos valores de contaminação das amostras com 
aflatoxinas foram verificados, sugerindo a existência de fatores limitantes ao acúmulo de 
aflatoxinas nesta comodidade agrícola. 
7.2 INTRODUÇÃO 
As aflatoxinas formam o grupo de micotoxinas mais estudadas até hoje, 
principalmente devido a sua ampla ocorrência em alimentos e potencial toxicológico e 
carcinogênico associado ao seu consumo (IARC, 1993).  
Uma vez que possuem efeito hepatotóxico, teratogênico, mutagênico e 
carcinogênico (IARC, 1993), regulamentações impostas por diversos países buscam 
minimizar a exposição humana às aflatoxinas, o que resulta em grandes perdas 
econômicas aos produtores, processadores e comercializadores de produtos contaminados 
(Cotty & Jaime-Garcia, 2007). 
Apesar da capacidade de produção de aflatoxinas ter sido detectada em várias 
espécies do gênero Aspergillus, dentro ou fora da seção Flavi, A. flavus e A. parasiticus 
permanecem como as mais importantes e representativas espécies produtoras de 
aflatoxinas de ocorrência natural em comodidades agrícolas (Cary & Erlich, 2006). 
Aspergillus nomius, também relatado como um grande produtor de aflatoxinas, possui 
uma ocorrência mais restrita (Kurtzman et al., 1987). 
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Há uma grande diferença na distribuição destas duas espécies nos produtos e 
também na capacidade produtora de aflatoxinas. O A. flavus  possui uma distribuição 
mais ampla, e uma maior freqüência de ocorrência em alimentos quando comparado ao 
A. parasiticus. Porém, felizmente, este padrão se inverte com relação à capacidade 
aflatoxigênica, pois apenas cerca da metade dos isolados de A. flavus são aflatoxigênicos, 
produzindo apenas aflatoxinas da classe B, enquanto que aproximadamente 100% dos A. 
parasiticus possuem tal habilidade, e sintetizam aflatoxinas dos grupos B e G (Klich & 
Pitt, 1988, Vaamonde et al., 2003). 
Neste trabalho, foi avaliada a ocorrência e distribuição de espécies aflatoxigênicas, 
bem como a ocorrência de aflatoxina em produtos do processamento primário do cacau. 
7.3 MATERIAL E MÉTODOS 
7.3.1 Amostras 
Foram utilizadas 226 amostras de cacau coletadas antes da fermentação(25), nos 
diferentes dias de fermentação (51), secagem (85) e estocagem (65) provenientes de 
fazendas localizadas no sul da Bahia, as quais foram avaliadas para presença de fungos 
potencialmente aflatoxigênicos e aflatoxinas B1, B2, G1 e G2. 
7.3.2 Isolamento e identificação de espécies aflatoxigênicas  
Para o isolamento de fungos fungos aflatoxigênicos em amostras de cacau, foi  
seguido mesmo procedimento utilizado para análise de fungos ocratoxigênicos, descrito 
no Capítulo III, Item 6.2.2 e Capítulo I, item 4.2.3.  
7.3.3 Teste de capacidade aflatoxigênica  
Fungos identificados como potencialmente aflatotoxigênicos (Aspergillus seção 
Flavi) foram isolados e cultivados conforme procedimento descrito no Capitulo III, Item 
6.2.3. 
O resultado positivo/negativo foi obtido através da comparação qualitativa da 
aparência e fator de retenção dos metabólitos secundários produzidos por cada isolado 
com padrões de de aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 desenvolvidos paralelamente nas placas 
cromatográficas. 
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7.3.4 Análise das aflatoxinas  
Para a determinação e quantificação das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 nas amostras, 
utilizou-se a metodologia validada “in house” e descrita no Capítulo II, item 5.2.1. 
7.3.5 Análise estatística   
Para análise estatítica (análises de correlação) foi utilizado o programa The 
Unscrambler® 9.2 (Camo Process AS, Noruega).  
Para interpretação dos valores do coeficiente de Pearson (r) encontrados, foram 
considerados um correlação (positiva ou negativa) muito fraca 0,00 ≤ r ≥ 0,19; fraca 0,20 
≤ r ≥ 0,39; moderada 0,40 ≤ r ≥  0,69; forte 0,70≤ r ≥ 0,89 e muito forte 0,90≤ r ≥1,00 
(Rodgers & Nicewander, 1988). 
7.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
De um total de 604 isolados de Aspergillus flavus, 386 (63,9%) foram produtores 
de aflatoxinas B1 e B2. Já as espécies A. parasiticus e A. nomius ocorreram em menor 
porcentagem, porém todos os 212 isolados de A. parasiticus e 3 de A. nomius testados 
foram capazes de sintetizar aflatoxinas B1, B2, G1 e G2.  
A.flavus estava presente em cerca de 40% das amostras na fermentação e secagem, 
chegando a se verificar infecção do mesmo em 100% das amêndoas em algumas 
amostras tanto na secagem quanto na estocagem. Por outro lado A. parasiticus parece ser 
mais sensível à redução da aw. Esta espécie foi isolada em cerca de 25% das amostras na 
secagem e apenas 14% na estocagem. Também foi observada uma redução no número de 
amêndoas infectadas, que chegaram a apresentar 78% de infecção durante a secagem e 
não mais que 48% na estocagem. Assim, essas importantes espécies aflatoxigênicas 
podem apresentar diferentes padrões fisiológicos, e sua alta freqüência de ocorrência 
sugere uma possível presença de aflatoxinas em amêndoas de cacau.  
Existem diferenças entre a aw  mínima de um substrato para permitir o crescimento 
fúngico e aquela que é  necessária para a produção de micotoxinas, sendo esta última em 
geral mais restritiva. A multiplicação de  A. flavus e A. parasiticus já foi verificada com 
uma aw  mínima de 0,78 porém foi necessário uma aw de 0,82 para A. flavus e 0,86 para 
A. parasiticus produzir aflatoxinas (Pitt & Hocking, 1997).   
Os resultados das análises de aflatoxinas em amostras coletadas na fase de 
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processamento primário das amêndoas de cacau na fazenda podem ser visualizados na 
Tabela 19. 
TABELA 19.  NÍVEIS DE AFLATOXINAS EM CACAU COLETADO DURANTE O 
PROCESSAMENTO PRIMÁRIO NA FAZENDA. 
Aflatoxinas (µg/kg) Fase (no. de 
amostras) B1 B2 G1  G2  Total 
Antes da fermentação (25) 
Média <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
Variação <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
Positivo  0  0 0 0  0 
Durante fermentação (51) 
Média <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
Variação <LOD–0.1  <LOD–0.04  <LOD–0.06  <LOD  <LOD–0.2  
Positivo 2 (4%) 1 (2%) 1 (2%) 0 2 (4%) 
 
Média 0.11 0.02 <LOD <LOD 0.12 
Variação <LOD–6.66  <LOD–0.37  <LOD <LOD <LOD–7.43  
Positivo 11 (13%) 4 (4%) 0 0 11 (13%) 
Durante estocagem (65) 
Média <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
Variação <LOD–0.14  <LOD <LOD <LOD <LOD–0.14  
Positivo 3 (5%) 0 0 0 3 (5%) 
LOD1 0.001 0.002 0.003 0.02  
1
-
 
LOD: Limite de detecção 
 
Dentre as amostras coletadas antes do início do processo fermentativo e durante a 
fermentação, nenhuma apresentou contaminação por aflatoxinas.  
Na etapa de secagem ao sol em barcaças, apenas 11 (13%) das amostras estavam 
contaminadas com aflatoxinas, destas 2 apresentaram contaminação entre 0,1 e 0,5µg/kg 
e 3 apresentaeam níveis de aflatoxinas totais superiores a 0,5µg/kg. A. flavus foi isolado 
nas 3 amostras com níveis mais elevados de aflatoxinas e A. parasiticus foi isolado em 
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uma delas.  
Este baixo índice de contaminação das amostras por aflatoxinas foi um dado 
surpreendente diante da alta freqüência de ocorrência de fungos aflatoxigênicos nas 
amostras, em algumas das quais tendo atingido 100% de infecção nas amêndoas.  
Alguns estudos descrevem a ação de algumas substâncias sobre a síntese e o 
acúmulo de aflatoxinas em alimentos. Neste sentido, Molyneoux et al. (2007) avaliaram 
o efeito de diferentes constituintes fenólicos comumente presentes em cereais oleaginosos 
(nozes, amêndoas e pistache). Os autores constataram inibição entre 59,5 e 99,8% da 
síntese de aflatoxinas conforme o composto envolvido. Sabe-se que o cacau é um produto 
rico em polifenóis (Wollgast & Anklam, 2000), os quais poderiam atuar como inibidores 
da síntese de aflatoxinas também neste produto.  Recentemente, estudo conduzido por 
Dimitrokallis et al. (2008) avaliou o efeito da OTA sobre o crescimento de A. parasiticus 
e produção e degradação de aflatoxina B1, onde foi verificada inibição na síntese e após 
18 dias de incubação verificou-se degradação de 92% da aflatoxina produzida.  
Trabalho realizado por Lenovich & Hurst (1979) sobre produção de aflatoxinas, 
utilizando 2 isolados de A. parasiticus altamente produtores de aflatoxinas, em amêndoas 
de cacau demonstrou que quanto maior o conteúdo de cafeína nas 3 variedades avaliadas, 
menor é a produção de aflatoxinas. Em outro estudo o mesmo autor (Lenovich, 1981), 
analisando 13 variedades de cacau, verificou que apenas níveis muito baixo de 
aflatoxinas foram produzidos nas variedades de cacau com conteúdo de cafeína superior a 
1,8mg/g. O autor sugere que o conteúdo de cafeína poderia explicar a usual ausência de 
aflatoxinas em amêndoas de cacau. 
A contaminação por aflatoxinas nas amostras estocadas foi bastante baixa, com 
apenas 3 amostras contaminadas e um nível máximo de 0,14µg de aflatoxina B1/kg. 
São raros os dados existentes sobre a ocorrência natural de aflatoxinas em cacau, 
apesar de na década de 70 já terem sido desenvolvidas metodologias para extração e 
determinação de aflatoxinas em amêndoas (Scott & Przybylki, 1971; Lenovich & Hurst, 
1979; Hurst et. al, 1982). Campbell (1969, apud Lenovich & Hurst, 1979) relatou 
presença de aflatoxinas em níveis de até 17µg/kg em 2 de 9 amostras de cacau estocado 
analisadas. 
Um amplo projeto avaliando a presença de aflatoxinas em amêndoas e produtos do 
processamento de cacau foi conduzido na Alemanha. Os resultados demonstraram que 
73,5% dos 334 produtos examinados continham traços de aflatoxinas (LOD=0,01 
  
 
118 
µg/Kg). Uma contaminação excedendo 1µg/Kg foi encontrada em 8% e maior que 
2µg/Kg em 3% das amostras. Um nível máximo de 31,5 µg/Kg foi encontrado em 
amêndoas de cacau (Raters & Matissek, 2000).  
 A contaminação por aflatoxina B1 apresentou um baixo coeficiente de correlação 
de Pearson com a presença de fungos aflatoxigênicos, sugerindo a existência de fatores 
limitantes ao acúmulo desta em cacau (Tabela 20). Também não foi observada correlação 
entre o grau de infecção das amêndoas por fungos em geral e os níveis de OTA e 
aflatoxina B1, e entre a ocorrência concomitante das duas micotoxinas. Esses dados são 
coerentes com  as observações realizadas por Raters & Matissek (2000), que constataram 
não haver correlação entre o grau de amêndoas mofadas e o conteúdo de aflatoxinas na 
amostra. 
TABELA 20. RESULTADO DA ANÁLISE DE CORRELAÇÃO ENTRE OCORRÊNCIA DE FUNGOS, 
ESPÉCIES AFLATOXIGÊNICAS, ATIVIDADE DE ÁGUA E CONTAMINAÇÃO DE AMÊNDOAS 
DE CACAU POR AFLATOXINA B1. 
Parâmetros  OTA Aflatoxina B1 aw % de Infecção  
OTA
 
1,000 0,130 -0,154 0,102 
Aflatoxina B1 0,130 1,000 4,141 e-03 8,593e-02 
aw -0,154 4,141 e-03 1,000 -0,292 
% de Infecção  0,102 8,593e-02 -0,292 1,000 
A. flavus 0,702 0,383 -0,270 0,369 
A. parasiticus 0,121 -1,724e-02 -3,422e-03 0,291 
 
Raters & Matissek (2000) realizaram um estudo sobre efeito da estocagem de 
amêndoas de cacau em condições de ‘abuso’ de umidade sobre a produção de aflatoxinas.  
Nesse teste, denominado “Modelo climático”, as amêndoas de cacau foram estocadas em 
ambiente climatizado sob condições definidas de umidade e temperatura. Com o decorrer 
do período foi  observada elevação no crescimento de fungos (não identificados) sobre as 
amostras. No entanto não foi verificado alteração na contaminação por aflatoxinas. 
Sugerindo que o período de estocagem não seria crítico para produção de aflatoxinas em 
cacau. 
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7.5 CONCLUSÃO 
Apesar do alto número de fungos aflatoxigênicos isolados durante o processamento 
na fazenda os níveis de aflatoxinas encontrados nas amostras foram baixos, sugerindo a 
existência de fatores limitantes à síntese de aflatoxinas nas amêndoas cacau.  
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8 CAPÍTULO V: OCORRÊNCIA DE OCRATOXINA E 
AFLATOXINAS EM CHOCOLATE E PRODUTOS DO 
PROCESSAMENTO SECUNDÁRIO DO CACAU 
8.1 RESUMO 
Neste trabalho foi avaliada a ocorrência de aflatoxinas e ocratoxina A em 168 
amostras das diferentes frações obtidas durante o processamento secundário do cacau na 
indústria (casca, nibs, liquor, manteiga, torta e pó de cacau) e 100 amostras de chocolate 
comercial (em pó, meio amargo, ao leite e branco). As análises foram realizadas com 
colunas de imunoafinidade específicas para cada toxina e detecção por cromatografia 
líquida de alta eficiência. Dentre os produtos do processamento secundário, os maiores 
níveis de ocratoxina estavam na casca, no pó de cacau e na torta, enquanto que os de 
aflatoxina foram verificados nos nibs. Nos chocolates adquiridos em supermercados foi 
observada uma correlação direta entre a quantidade de cacau no produto e o nível de 
contaminação tanto por ocratoxina A quanto por aflatoxinas.  
8.2 INTRODUÇÃO 
As aflatoxinas e a ocratoxina A estão entre as substâncias naturais mais tóxicas 
conhecidas. Em virtude de sua alta toxidez e ampla ocorrência em produtos, ambas vem 
sendo intensamente estudadas desde a sua descoberta na década de 60 (Spensley, 1963; 
Van der Merwe et al.,1965). 
As aflatoxinas (AF) são micotoxinas hepatotóxicas, teratogênicas, mutagênicas e 
carcinogênicas produzidas por membros do gênero Aspergillus, principalmente da seção 
Flavi, enquanto que a ocratoxina A (OTA) é uma micotoxina com efeitos nefrotóxicos 
produzida principalmente por Aspergillus das seções Circumdati e Nigri (IARC, 1993; 
Abarca et al., 1994).  
O cacau e seus produtos derivados por um longo tempo foram considerados “não 
problemáticos” quanto a contaminação por ocratoxina e aflatoxinas com base na teoria da 
cafeína, e em virtude disso deixaram de ser cuidadosamente avaliados (Raters & 
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Matissek, 2000). Devido ao aumento da restrição à presença de ambas toxinas nos 
alimentos e observação de sua ocorrência em cacau nos últimos anos, foi demonstrado a 
necessidade de uma ampla investigação para se verificar a extensão dos níveis de 
contaminação do cacau, dos produtos processados e do chocolate. 
Uma das maiores preocupações relacionadas à ocorrência de micotoxinas em cacau 
processado e chocolate reside no fato destes produtos representarem uma importante 
parcela da dieta de crianças, além de nos últimos anos ter sido estimulado o consumo de 
chocolates com níveis cada vez maiores de cacau devido aos efeitos benéficos à saúde 
que lhe tem sido atribuído. 
Assim, o objetivo desta pesquisa foi verificar a ocorrência de ocratoxina A e 
aflatoxinas em produtos de cacau e chocolate, processados e comercializados no Brasil. 
8.3 MATERIAL E MÉTODOS 
8.3.1 Amostras 
Foram avaliadas 168 amostras de produtos do processamento secundário do cacau,  
coletadas nas diferentes etapas do processamento tecnológico, englobando: 19 amostras 
de casca, 29 de nibs, 25 de liquor, 25 de manteiga de cacau, 26 de torta e 44 de pó. Estes 
eram provenientes de indústrias beneficiadoras da região de Ilhéus-BA e da região de São 
Paulo-SP.  
As 100 amostras comerciais de chocolate analisadas pertencentes às principais 
marcas comercializadas no Brasil foram adquiridas em supermercados de Campinas e 
São Paulo, estado de São Paulo. Foram avaliadas 25 amostras de chocolate em pó, 25 de 
chocolate meio amargo, 25 de chocolate ao leite e 25 de chocolate branco. 
As amostras foram moídas, com exceção das amostras que já encontravam-se nesta 
forma, pesadas e conservadas à -20°C até o momento da análise. 
8.3.2 Análise de atividade de água  
A atividade de água das amostras foi determinada no aparelho Aqualab, modelo 
3TE (Decagon, USA). As leituras foram realizadas em triplicata à 25°C ± 0,1. 
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8.3.3 Análise de ocratoxina A e aflatoxinas em cacau  
Para a determinação e quantificação de ocratoxina A e aflatoxinas nas amostras, 
foram utilizadas as metodologias otimizadas e descritas no Capítulo II, itens 5.2.1 e 5.2.2. 
8.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
8.4.1 Ocratoxina e Aflatoxinas em produtos do processamento 
secundário do cacau 
Os níveis de ocratoxina A e aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 nos produtos obtidos 
durante o processamento do cacau na indústria estão apresentados na Tabela 21. 
O primeiro processo na manufatura do cacau em pó ou chocolate é a torração da 
amêndoa inteira. Esta etapa além de ser essencial na formação do sabor do chocolate a 
partir de precursores produzidos durante a fermentação, auxilia na separação entre a 
casca e a fração de nibs durante o processo de ventilação que se segue. Os níveis de OTA 
detectados nas amostras de casca analisadas variaram entre 0,01-2,01µg/kg, com um 
valor médio de 1,13µg/kg, a maior média entre as frações analisada. Já a contaminação 
dos nibs encontrava-se entre <LOD-0,38µg/kg, média de 0,1µg/kg, com 83% das 
amostras positivas. 
Em um estudo de redução de OTA durante o processamento conduzido por 
Amezqueta et al. (2004), no qual as cascas de cacau foram removidas manualmente, foi 
observado uma redução no conteúdo da OTA superior a 95% em 14 de 22  amostras, 
entre 65-95% em 6 de 22 amostras e inferior a 50% em 1 de 22 amostras avaliadas 
sugerindo que as maiores concentrações estariam na casca e assim com o descascamento 
seria eliminada a maior parte da OTA presente nas amostras.  
O grau de torração do cacau é dependente do binômio tempo/temperatura, onde o 
tempo geralmente varia de 5 a 120min e à temperatura entre 120 a 150º C (Wolgast & 
Anklam, 2000), valores nos quais não é esperada uma grande redução no níveis da OTA 
(Boudra et al., 1995).  
A próxima etapa do processamento convencional do cacau envolve a moagem dos 
nibs, que os converte em uma massa fluída de coloração marrom escura, o liquor. Todas 
as 25 amostras de liquor avaliadas estavam contaminadas com OTA, com níveis que 
variaram de 0,03 a 1,09µg/kg, média de 0,34µg/Kg. Em pesquisa realizada por Bonvehi 
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(2004) na qual foram avaliadas 8 amostras de liquor, metade delas estava contaminadas 
com OTA com níveis médios de 1,07µg/kg, valores cerca de 3 vezes superior ao 
observado em nossa pesquisa. 
TABELA 21.  NÍVEIS DE OCRATOXINA A E AFLATOXINAS EM PRODUTOS DO 
PROCESSAMENTO SECUNDÁRIO DO CACAU. 
 
Aflatoxinas (µg/kg) 
A
m
o
st
ra
 
(n
)  
 
 
 
Ocratoxina A 
(µg/kg)  B1 B2 G1  G2  Total 
Média 1,13 0,18 0,01 0,04 <LOD 0,34 
Variação 0,01-2,01 0,01-0,84 <LOD-0,02 <LOD-0,08 <LOD 0,03-1,37 
C
a
sc
a
 
(19
) 
Positivas 19 (100%) 19 (100%) 18 (95%) 17 (84%) 0 19 (100%) 
Média 0,10 0,66 0,10 0,28 0,01 1,04 
Variação <LOD–0,38  <LOD–11,21  <LOD–1,66  <LOD–2,48  <LOD-0,68  <LOD–15,35  
N
ib
s 
(29
) 
Positivas 20 (83%) 13 (45%) 9 (31%) 6 (17%) 2 (7%) 13 (45%) 
Média 0,34 0,34 0,05 0,14 0,02 0,55 
Variação 0,03-1,09 <LOD–6,14 <LOD–0,35 <LOD-2,58 <LOD-0,73 <LOD–9,90 
Li
qu
o
r 
(25
) 
Positivas 20 (100%) 10 (40%) 7 (28%) 4 (16%) 1 (4%) 10 (40%) 
Média 0,03 0,03 <LOD <LOD <LOD 0,04 
Variação <LOD–0,06  <LOD–0,38 <LOD-0,04 <LOD <LOD <LOD–0,43 
M
a
n
te
ig
a
(25
) 
Positivas 20 (80%) 7 (28%) 1 (4%) 0 0 7 (28%) 
Média 0,97 0,24 0,08 0,06 <LOD 0,38 
Variação 0,1–3,18  <LOD–0,63 <LOD-0,17 <LOD-0,14 <LOD <LOD–1,53 
T
o
rt
a
 
(26
) 
Positivas 26 (100%) 20 (77%) 17 (69%) 8 (31%) 0 20 (77%) 
Média 1,09 0,29 0,10 <LOD <LOD 0,42 
Variação 0,05–5,13  <LOD–1,04  <LOD-0,51 <LOD-0,09 <LOD <LOD–2,09  
Pó
 
(44
) 
Positivas 44 (100%) 32 (70%) 22 (50%) 1(3%) 0 32 (70%) 
LOD1 0,01 0,001 0,002 0,003 0,02  
1
-LOD: Limite de detecção do método. 
 
Seguinte a obtenção do liquor, este pode ser submetido à prensagem para separação 
da manteiga de cacau, gerando por outro lado a torta, com baixo teor de gordura. Nossos 
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dados claramente demonstraram que apenas uma reduzida parte da OTA migrou para a 
manteiga de cacau, que corresponde a aproximadamente 50% da composição do liquor,  
tendo a toxina permanecido aderida à fase não gordurosa do cacau, concentrando-se na 
torta. Os níveis médios de OTA encontrados respectivamente na manteiga e na torta 
foram 0,03 e 0,97µg/kg. Dentre as amostras avaliadas, o cacau em pó foi o produto 
processado onde foi encontrado o mais alto nível de OTA, com um máximo de 
5,13µg/Kg. Em contraponto, na manteiga de cacau foram encontrados os valores mais 
baixos desta toxina.  
Em estudo de ocorrência de OTA feito por Bonvehi (2004), onde foram analisadas 
80 amostras de torta de cacau provenientes da Indonésia, Costa do Marfim, Gana, 
Malásia, Nígéria, Equador, Honduras e Peru, 74 amostras estavam contaminadas com um 
nível médio de 2,79µg de OTA/kg e nenhuma das 4 amostras de manteiga de cacau 
analisadas apresentaram valores superiores ao limite de quantificação (LOQ) do método 
que foi de 0,1µg/kg. Similarmente aos resultados de OTA verificados com o liquor, os 
valores encontrados na torta foram cerca de 3 vezes maiores que os verificados em nosso 
trabalho, sugerindo que a contaminação por OTA nas condições de processamento 
brasileiras são menos problemáticas que as presentes em cacau de outras origens.  
Uma vez obtida a torta, que se apresenta densamente compactada, é necessário que 
a mesma seja reduzida a pó através de várias etapas de moagem. Foram avaliadas 44 
amostras de cacau em pó, que haviam recebido distintos tratamentos de alcalinização, 
conforme procedimento adotado pelas empresas processadoras. Todas as amostras 
analisadas estavam contaminadas com OTA, em níveis que variaram entre 0,05 a 
5,13µg/kg com uma média de 1,09µg/kg. Os processos de alcalinização são importantes 
para a obtenção de diferentes tonalidades de pós de cacau e também influenciam na 
dispersibilidade das partículas em líquidos (Minifie, 1999). Sabe-se que tratamentos com 
álcalis podem ser adotados para reduzir a contaminação de substratos com algumas 
micotoxinas como as aflatoxinas e fumonisinas, no entanto não existem estudos 
avaliando o efeito destes tratamentos no cacau sobre o conteúdo de micotoxinas. Os 
níveis verificados nas amostras de pó foram bastante similares aos da torta, indicando que 
os processos de moagem e alcalinização não apresentam efeitos sobre os níveis de 
ocratoxina A. 
Dados mundiais sobre a ocorrência de ocratoxina em cacau em pó apresentam 
valores médios entre 0,4 e 1,2µg/kg, conforme o país onde foi realizada a análise 
(Bonvehi, 2004; Miraglia & Brera, 2002; Tafuri et al., 2004; Gilmour & Linbdom, 2008).  
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Estes níveis são bastante similares aos encontrados neste estudo. 
Com relação à contaminação por aflatoxinas, não foram encontrados registros na 
literatura sobre a contaminação por aflatoxinas em produtos do processamento industrial 
de cacau.  
Todas as amostras analisadas apresentaram níveis de acordo com os permitidos na 
legislação brasileira (BRASIL, 1996). 
Em nossa investigação, a totalidade das amostras de casca analisadas foram 
positivas, com níveis que variaram entre 0,03 e 1,37µg/kg, considerando-se aflatoxinas 
totais. Diferentemente do observado com as OTA, os níveis de aflatoxinas na fração nibs 
foram superiores aos quantificados na casca. Nos nibs, a porcentagem de amostras 
contaminadas foi menor, no entanto os níveis médios de ocontaminação por aflatoxinas 
foram 3 vezes maiores. 
Na porção nibs foi encontrado o maior nível de contaminação, onde uma amostra 
alcançou 15,35µg/kg. Outras 2 amostras também apresentaram níveis mais elevados, de 
5,7µg/Kg e 4,7µg/Kg, porém nas demais amostras positivas os níveis foram inferiores a 
2µg/kg. 
Atualmente, muitas empresas processadoras de cacau estão alcalinizando os nibs, o 
que poderia justificar a redução nos níveis de aflatoxinas encontrados no liquor e demais  
frações subseqüentes.  De maneira geral a contaminação do liquor foi baixa, porém em 
uma amostra foi encontrado nível de 9,9µg/Kg. 
O comportamento das aflatoxinas com relação a migração entre as frações torta e 
manteiga de cacau foi semelhante ao observado na OTA, com uma permanência maior da 
aflatoxina na fração torta. Nesta, 77% das amostras apresentaram algum nível de 
contaminação, com uma média de 0,38µg/kg de aflatoxinas totais. As amostras de pó 
apresentaram contaminação semelhante à encontrada na torta. 
Em geral os níveis de aflatoxinas encontrados foram baixos, porém, considerando a 
ocorrência de níveis altos em algumas amostras e a alta toxidez desse composto, é 
recomendado que seja feito um monitoramento destes produtos, desde a amêndoa até os 
derivados obtidos. 
8.4.2 Ocratoxina e Aflatoxinas em chocolate comercial 
Na Tabela 22 podem ser visualizados os resultados das análises de ocratoxina A e 
aflatoxinass em 100 amostras comerciais de chocolate em pó e chocolates em barra.  
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Todas as amostras analisadas de chocolate em pó, chocolate meio amargo e 
chocolate ao  leite estavam contaminadas com OTA. Apenas 2 de 25 amostras de 
chocolate branco analisadas não apresentavam esta toxina, no entanto os níveis 
encontrados nestas amostras positivas estavam bastante baixos,  próximos ao limite de 
detecção do método.  
TABELA 22.  NÍVEIS DE OCRATOXINA A E AFLATOXINAS EM CHOCOLATES COMERCIAIS.  
 
Aflatoxinas (µg/kg) 
C
ho
co
la
te
(n   
Ocratoxina 
A (µg/kg)   B1 B2 G1  G2  Total 
Média 0,39 0,43 0,08 0,11 0,01 0,53 
Variação 0,03-0,92 <LOD–0,96 <LOD–0,6 <LOD-0,48 <LOD-0,10 ND-1,70 
Pó
 
(25
) 
Positivo 25 (100%) 24 (96%) 20(80%) 11 (44%) 0 96% 
Média 0,34 0,43 0,03 0 <LOD 0,43 
Variação 0,09–0,87 0,04–1,28 <LOD–0,13 <LOD–0,06  <LOD  0,04–1,28 
M
ei
o
 
a
m
a
rg
o
 
(25
) 
Positivo 25 (100%) 25 (100%) 22 (88%) 2 (8%) 0 25 (100%) 
Média 0,15 0,08 0,02 0,01 <LOD 0,08 
Variação 0,08–0,45  <LOD–0,27 <LOD–0,07  <LOD-0,07 <LOD <LOD-0,32 
A
o
 
le
ite
 
(25
) 
Positivo 25 (100%) 18 (72%) 15 (60%) 5 (20%) 0 18 (72%) 
Média 0,03 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
Variação <LOD–0,05  <LOD-0,10 <LOD  <LOD <LOD <LOD-0,10 
Br
a
n
co
 
(25
) 
Positivo 23 (92%) 5 (20%) 0 0 0 5 (20%) 
LOD1 0,01 0,001 0,003 0,003 0,002  
1
-LOD: Limite de detecção do método. 
 
Foi verificado um padrão crescente de contaminação com OTA conforme aumento 
do teor de cacau nos produtos. O chocolate em pó, produto que possui maior quantidade 
de cacau propriamente dito, foi o produto comercial que em média apresentou a maior 
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contaminação com OTA. E o chocolate branco, em cuja composição não há adição de 
liquor mas apenas manteiga de cacau, apresentou níveis próximos ao limite de detecção 
do método, com valores próximos aos reportados na manteiga de cacau (Tabela 21).   
Os níveis de contaminação por OTA encontrados nas amostras de chocolate 
comercial em barra analisadas neste trabalho são bastante semelhantes aos descritos por 
Burdaspal & Legarda (2003) em pesquisa conduzida na Espanha avaliando chocolates 
nacionais e de outras origens. A mediana dos níveis de OTA encontrados em 5 amostras 
de chocolate branco espanhol e 9 importados foi de 0,03µg/Kg, nos 47 chocolates ao leite 
espanhóis e 122 importados a mediana foi de 0,12µg/Kg e 0,10µg/Kg, respectivamente; e 
nos 35 chocolates meio amargo nacionais e 52 importados a mediana foi de 0,25µg/Kg e 
0,27µg/Kg, respectivamente.  
O conteúdo de OTA também encontra-se próximo aos descritos em extensa 
pesquisa realizada por Gilmour & Lindbom (2008), avaliando chocolates de diferentes 
origens. Os autores encontraram contaminação média por OTA de 0,16µ/Kg em 228 
amostras de chocolate ao leite avaliadas e 0,26µg/Kg em 536 amostras de chocolate meio 
amargo. Também no Japão foram avaliadas 41 amostras de chocolate meio amargo, que 
apresentaram uma contaminação média por OTA de 0,35 µg/Kg (Kumagai et al., 2008). 
Os níveis de contaminação de aflatoxinas nas amostras de chocolate comercial foi 
semelhante aos de OTA, com níveis da toxina diretamente proporcionais à quantidade de 
massa de cacau. Todas as amostras de chocolate em pó e chocolate meio amargo foram 
positivas para aflatoxinas, com contaminação média de 0,69 e 0,43µg/Kg, 
respectivamente. Das amostras de chocolate ao leite, 72% foram positivas para 
aflatoxinas e 20% dos chocolates branco também estavam contaminados. Todos dentro 
dos valores recomendados em nossa legislação que trata sobre níveis de aflatoxinas 
permitidos em alimentos, que é de 20µg/Kg (BRASIL, 1996). 
Em investigação realizada no Japão para avaliar níveis de micotoxinas em produtos 
comercializados no varejo,  Kumagai et al.  (2008) avaliaram amostras de chocolate 
amargo para presença de aflatoxinas. Das 44 amostras avaliadas, 22 estavam 
contaminadas com valores acima do limite de quantificação do método adotado, que foi 
de 0,1µ/Kg. O nível médio verificado nas amostras foi de 0,18µg/Kg, com um máximo 
de 0,60µg/Kg. 
Apesar do grande número de amostras positivas, os valores médios de ocratoxina e 
aflatoxinas encontrados nos chocolates comerciais foram baixos e portanto estes produtos 
contribuem apenas em pequena parcela para os níveis totais de ocratoxina e aflatoxinas 
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na dieta, não representando grande risco a saúde dos consumidores destes produtos. 
8.5 CONCLUSÃO 
Se forem considerados os valores de ocratoxina e aflatoxinas encontrados nos 
produtos do processamento industrial do cacau e as usualmente baixas quantidades dos 
derivados de cacau que são utilizadas para fabricação de achocolatados, tortas, bolachas e 
produtos afins, conclui-se que o cacau não representa uma grande fonte de ocratoxina A e 
aflatoxinas na dieta. No entanto, uma preocupação reside no fato de produtos contendo 
chocolate são amplamente consumidos por crianças. Desta maneira é importante que seja 
feito um constante monitoramento de sua ocorrência.    
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9 CAPÍTULO VI: AVALIAÇÃO DO PERFIL DE 
METABÓLITOS SECUNDÁRIOS PRODUZIDOS POR 
ESPÉCIES DE ASPERGILLUS ISOLADOS DE CACAU 
9.1 RESUMO 
Neste estudo foi avaliado o perfil de metabólitos secundários de 72 espécies de 
Aspergillus isoladas de cacau, pertencentes às seções Circumdati, Flavi e Nigri. Os 
isolados foram cultivados nos meios de Agar Czapeck Extrato de Levedura e Agar 
Extrato de Levedura e Sacarose. Posteriormente os extratos dos cultivos foram analisados 
através de cromatografia líquida de alta eficiência com detectores de arranjo de diiodos e 
fluorescência. Os resultados obtidos foram utilizados para construção de gráficos de 
componentes principais, demonstrando que a técnica empregada permitiu a separação e 
diferenciação dos fungos à nível de espécies, sendo bastante útil na complementação de 
estudos taxonômicos. 
9.2 INTRODUÇÃO 
Um metabólito secundário fúngico é um composto químico produzido por um 
número limitado de espécies em um gênero, e possui um alto poder de diferenciação. Um 
perfil de metabólitos secundários consiste de todos os compostos que um fungo pode 
produzir em um determinado substrato, incluindo antibióticos e micotoxinas (Frisvad et 
al., 2008). 
A utilização do perfil de metabólitos secundários como ferramenta complementar à 
identificação de fungos vem recebendo maior atenção e credibilidade nos últimos anos. A 
análise dos dados de produção de metabólitos secundários dos isolados, tem demonstrado 
que cada táxon de Aspergillus é caracterizado por um perfil específico (Frisvad et al., 
2004b Samson et al., 2004; Frisvad et al., 2005; Samson et al., 2006; Frisvad et al., 
2007), o qual aponta para a mesma espécie indicada por análises morfológicas, 
fisiológicas e de seqüência de DNA (Frisvad et al., 2008). De forma mais concreta, está 
demonstrado que os isolados de Aspergillus pertencentes às seções Flavi, Nigri e 
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Circumdati produzem um grande número de metabólitos secundários, o que geralmente 
permite uma identificação inequívoca à nível de espécie (Frisvad et al., 2004b; Samson et 
al., 2004; Frisvad et al., 2005). 
A taxonomia tradicional do gênero Aspergillus, baseada apenas em características 
fenotípicas, geralmente fornece delimitações satisfatórias dentro de um táxon. Entretanto 
ocorrem inúmeras variações morfológicas em algumas seções de gêneros, o que resulta 
em esquemas taxonômicos discutíveis (Samson et al., 2006). 
Nos últimos anos tem sido bastante aplicado o conceito de taxonomia polifásica em 
micologia, e baseado nisso o gênero Aspergillus tem sido re-investigado de maneira a se 
examinar a variabilidade dentro das espécies ou seções (Frisvad et al., 2004a; Frisvad et 
al., 2004b; Samson  et al., 2004). Para isso têm sido cruzadas informações referentes à 
características culturais, dados genéticos e de metabólitos secundários produzidos. 
Com base nessas informações, pretendemos na presente investigação avaliar os 
metabólitos secundários produzidos pelas espécies de Aspergillus pertencentes às seções 
Flavi, Nigri e Circumdati. 
9.3 MATERIAL E MÉTODOS 
Os estudos do perfil de metabólitos secundários foram desenvolvidos no Center for 
Microbial Biotechnology, da Technical University of Denmark (CMB-DTU), onde se 
consolidaram os estudos sobre a utilização de metabólitos secundários fúngicos com fins 
taxonômicos. As metodologias para análise de perfil de metabólitos secundários se 
encontram implantadas naquele centro desde longa data (Filtenborg et al., 1983) e na 
forma como foi utilizada para este trabalho foi descrita por Smedsgaard (1997).  
9.3.1 Seleção dos isolados 
Foram selecionados 72 espécies de Aspergillus isoladas de cacau, pertencentes às 
seções Circumdati (12), Flavi (40) e Nigri (20), para que o seu perfil de metabólitos 
secundários fosse traçado e obtido uma identificação mais precisa dentro dos grupos.   
A seleção dos isolados se baseou na observação da presença de características 
diferenciais, observadas durante o cultivo inicial visando a identificação das espécies.  
Com isso se objetivou selecionar os fungos pertencentes aos diferentes grupos morfo e 
fisiológicos de cada espécie. Foram observadas características como produção de 
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pigmento solúvel e exudato, presença de esclerócios, textura da colônia, capacidade 
micotoxigênica etc. 
9.3.2 Cultivo dos fungos  
Os isolados foram inoculados em 3 pontos nos meios de Agar Czapeck Extrato de 
Levedura (CYA) e Agar Extrato de Levedura e Sacarose (YESA), e cultivados durante 
7dias à 25°C.  
Decorrido o período de incubação, 5 plugs de aproximadamente 3mm foram 
cortados das placas, transferidos para um tubo de 1,5mL e submetidos ao procedimento 
de extração. 
9.3.3 Extração dos metabólitos 
A extração foi realizada pela adição de 800µL de uma solução de acetato de 
etila:diclorometano:metanol (3:2:1, v/v/v) com 1% de ácido fórmico e submetendo o 
conjunto à ultrassonicação durante 55min. O produto eluído foi transferido para um 
frasco novo e os solventes foram evaporados overnight em capela de fluxo laminar. 
Anterior ao momento da detecção, o extrato seco foi ressuspendido em 500µL de metanol 
e filtrado através de filtro Milex PFTE (politetrafluoroetileno) de 0,45µm. Os metabólitos 
foram examinados através de Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE), 
conforme descrito por Smedsgaard (1997).  
9.3.4 Análise e identificação dos metabólitos  
Um volume de 3µL do extrato foi injetado em um cromatógrafo HPLC Agilent 
1100 (Waldbron, Alemanha), equipado com detectores de arranjo de di-iodos e 
fluorescência. Para separação dos compostos foi utilizada uma coluna C18 Luna (II) (50 
mm×2 mm).  
Um gradiente linear de água contendo 0,05% de ácido trifluoracético (TFA) e 
acetonitrila contendo 0,05% de TFA foi utilizado como fase móvel, partindo de 15% de 
acetonitrila e alcançando 100% de acetonitrila em 20min, sendo que a proporção do 
gradiente final era mantida durante 5 min antes de retornar as condições iniciais.  
O detector de arranjo de diodos cobriu a faixa de um espectro UV entre 200-600nm 
a cada 0,7 segundos. Os cromatogramas à 210 e 280nm foram utilizados para a detecção 
no detector de diodos e no de fluorescência foi utilizado um comprimento de onda de 
  
 
134 
230nm para excitação e 450nm para emissão. 
Os metabólitos encontrados em cada isolado foram identificados com base nos 
índices de retenção relativos às alquifenonas e os espectros dos compostos foram 
comparados com banco de dados interno. 
9.3.5 Análise estatística   
Para análise estatítica análise de componentes principais (PCA) foi utilizado o 
programa The Unscrambler® 9.2 (Camo Process AS, Noruega).  
9.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
Uma síntese das etapas envolvidas no processo de extração de metabólitos 
secundários deste estudo é apresentada  na Figura 32.  
Os dados de metabólitos secundários obtidos foram submetidos à análise de 
componentes principais , e os gráficos resultantes podem ser visualizados nas Figuras 33, 
34 e 35, respectivamente para as seções Flavi, Nigri e Circumdati.  
 
FIGURA 32. EXTRAÇÃO DE METABÓLITOS SECUNDÁRIOS: CORTE (A) E TRANSFERÊNCIA 
DOS PLUGS (B), ADIÇÃO DE SOLVENTE (C) E TRANSFERÊNCIA DO EXTRATO (D). 
A B 
C D 
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A análise dos metabólitos secundários dos representantes de seção Flavi revelou a 
produção consistente de 14 diferentes metabólitos ( àcido kôjico, aflatoxinas B1, B2, G1 e 
G2, àcido ciclopiazônico, àcido tenuazônico, aflavininas, ditriptofenalina, 
esterigmatocistina e parasiticolide, além de compostos de estrutura ainda não elucidada e 
com poder de diferenciação denominados de NO2, MetX e 8.65). A análise de PCA dos 
dados obtidos permitiu uma nítida separação dos isolados das espécies A. flavus (23), A. 
nomius (3), A. parasiticus (5) e Aspergillus sp. nov (14). Os dados de produção de 
metabólitos demonstram a existência de uma maior variabilidade dentro da espécie A. 
flavus quando comparado com os demais representantes da seção Flavi. 
 
 
FIGURA 33. ANÁLISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (PCA) DE METABÓLITOS 
SECUNDÁRIOS PRODUZIDOS POR ASPERGILLUS  SEÇÃO FLAVI. 
Os principais metabólitos utilizados na diferenciação das espécies desta seção são 
as aflatoxinas das séries B e G e o ácido ciclopiazônico (CPA). Tipicamente as 
aflatoxinas da série B podem ser produzidas por A. flavus, A. parasiticus  e A. nomius,  
enquanto que as da série G somente podem ser sintetizadas pelas 2 últimas espécies. No 
entanto muitos isolados dentro da espécie A. flavus não são capazes de sintetizar 
aflatoxina, o que demonstra uma baixa quimioconsistência deste metabólito para esta 
espécie devido a existência de uma alta variabilidade intraespecífica. O mesmo ocorre 
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com o CPA, que pode ser produzido tanto por A. flavus  quanto por A. tamarii. 
Neste estudo, uma descoberta bastante interessante foi a produção e acúmulo de 
esterigmatocistina por alguns isolados de A. flavus. A esterigmatocistina é o penúltimo 
intermediário na síntese de aflatoxinas, havendo apenas um relato na literatura  sobre seu 
acúmulo em A. flavus (Schroeder & Kelton, 1975), tendo sido questionada por Klich et 
al. (2000) e Frisvad et al. (2004a). Os dados apresentados no trabalho de Schroeder & 
Kelton (1975) foram diferentes dos observados neste estudo, uma vez que os autores 
descreveram a presença de esterigmatocistina apenas quando havia síntese paralela de 
aflatoxinas, ao passo que os nossos estudos demonstraram que a mesma só foi acumulada 
quando não houver a continuidade da rota metabólica até aflatoxina. 
Outra observação importante foi a de um único isolado de A. flavus que desde o 
momento de seu isolamento apenas foi capaz de sintetizar altas quantidades de aflatoxina 
B2, sem que houvesse produção paralela da aflatoxina B1. Na literatura foi encontrado 
apenas um relato sobre a produção exclusiva de aflatoxina B2 por A. flavus, no entanto os 
níveis eram bastante baixos e com o repique a mesma deixava de ser detectada (Walbeek 
et al, 1967). 
O estudo dos metabólitos secundários dos isolados de Aspergillus sp. nov não 
permitiu a elucidação de sua identidade, visto que seu perfil de metabólitos e 
características culturais são compatíveis com A. tamarii, porém características 
micromorfológicas distinguem esta espécie. 
Outra seção em que o estudo dos metabólitos tem sido extremamente útil para a 
diferenciação de espécies intimamente relacionadas e de difícil distinção por taxonomia 
convencional é a Nigri.  
Os metabólitos produzidos pelos isolados desta seção foram: piranonigrinas, n-γ-
piranonas, kotanina, funalenona, asperazina, tensidol B, xantomegnina, fumonisina B2, 
malformina e ocratoxina; além de compostos sem estrutura elucidada mas com poder de 
diferenciação NOE, CAR, DERH e DEDO (Figura 34). 
Dentre os isolados de cacau pertencentes a seção Nigri foi possível distinguir 4 
espécies baseadas no perfil de metabólitos secundários: A. niger (8) e A. tubingensis (5), 
dentre os bisseriados com conídios menores que 6µm de diâmetro; e A. carbonarius (6)  e 
A. ibericus (1) com conídios maiores que este valor (Figura 34). 
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FIGURA 34. ANÁLISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (PCA) DE METABÓLITOS 
SECUNDÁRIOS PRODUZIDOS POR ISOLADOS DE ASPERGILLUS  DA SEÇÃO NIGRI. 
Nos últimos anos uma grande atenção tem sido dispensada a este grupo devido à 
descrição de espécies produtoras de OTA. Com base em características culturais, 
genéticas e de perfil de metabólitos secundários, dentre os quais capacidade produtora de 
OTA, em 2004 foi sugerido a criação de novas espécies para a seção (Samson et al., 
2004). Importantes revisões com propostas de organização do grupo sugerindo critérios 
para diferenciação de espécies intimamente relacionadas foram publicadas (Abarca et al., 
2004; Samson et al., 2004; Samson et al, 2006; Samson et al,. 2007). 
A niger é a espécie de ocorrência mais freqüentemente relatada, no entanto os 
conceito de espécie neste complexo é de difícil distinção por métodos convencionais. 
Assim, algumas vezes o nome A. niger tem sido utilizado para identificar qualquer 
membro da seção (Samson et al., 2006), caracterizada pela presença de conídios pretos.  
A diferenciação de isolados dentro do grupo dos Aspergillus negros, bisseriados e 
com conídios menores que 6µm, baseada apenas em critérios morfológicos, é 
extremamente difícil, sendo necessário a utilização de diversos meios de cultura e 
temperaturas de incubação (entre 15°C e 40°C) (Samson et al, 2007). Devido a esta 
complexidade, muitas vezes costuma-se referir a este grupo como: complexo A. niger. A 
utilização de metabólitos secundários como critério de diferenciação tem se mostrado 
bastante prático e eficiente dentro do grupo (Samson et al, 2006; Samson et al,. 2007). 
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Já a espécie recentemente descrita A. ibericus (Serra et al., 2006) é 
morfologicamente bastante similar ao A. carbonarius, distinguindo-se por apresentar 
conídios cerca de 1µm menor.  No entanto ambas as espécies são facilmente distinguíveis 
através de análise de seus metabólitos secundários, visto que praticamente todos os A. 
cabonarius produzem OTA e os A. ibericus não possuem capacidade de síntese desta 
micotoxina.  
Por outro lado, a  OTA tem um baixo poder de distinção para membros do 
complexo A. niger, já que apenas um pequeno número de isolados é capaz de produzir tal 
toxina, e ainda existem divergências sobre a capacidade de produção de OTA por 
algumas espécies do complexo, podendo esta observação ser devido à identificações 
equivocadas dos isolados (Samson et al, 2007).  
Outro importante grupo no que diz respeito à produção de ocratoxina é a seção 
Circumdati. Esta seção recentemente recebeu novos membros devido a descrição de 
novas espécies, muitos dos quais produtoras de OTA (Frisvad et al, 2004). A 
diferenciação dos representantes baseada apenas em critérios morfológicos é bastante 
difícil, e a utilização de perfil de metabólitos secundários vem auxiliando nesta tarefa. 
 
FIGURA 35. ANÁLISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (PCA) DE METABÓLITOS 
SECUNDÁRIOS PRODUZIDOS POR ISOLADOS DE ASPERGILLUS  DA SEÇÃO CIRCUMDATI. 
Foram identificadas 3 espécies entre os 12 Aspergillus da seção Circumdati 
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isolados de cacau: A. melleus (6), A. ochraceus (3) e A. westerdijkiae (3). Estes 
representantes produziram: àcido aspergílico, ácido penicílico, aspergamidas A e B, 
aspirona, circundatinas A e B, melleína, 4-hidroxi-melleína,  ocratoxina, viomelleína, 
vioxantina, xantomegnina, além dos compostos de estrutura não elucidada alk-422, OST, 
NB1 e NB2. A capacidade de produção dos mesmos foi utilizada como critério para 
diferenciação das espécies por análise de PCAs (Figura 35) . 
Todos os isolados produziram ocratoxina, no entanto as quantidades produzidas 
pelo A. melleus foram bastante inferiores aos demais representantes da seção.  
9.5 CONCLUSÃO 
Este estudo demonstrou a existência de perfis característicos e que permitem a 
diferenciação de isolados morfologicamente similares de Aspergillus. O principal fator 
limitante para a disseminação desta técnica como critério complementar de identificação 
são os equipamentos (CLAE acoplado a um detector de arranjo de diodos e 
fluorescência) e softwares requeridos para simplificar a visualização dos espectros dos 
compostos obtidos. 
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10 CAPÍTULO VII : AVALIAÇÃO DE FATORES 
PREDISPONENTES À PRODUÇÃO DE OCRATOXINA 
EM CACAU DURANTE O PROCESSAMENTO NA 
FAZENDA 
10.1 RESUMO 
Um experimento foi conduzido para se avaliar a influência de fatores como 
despolpamento e fermentação das sementes de cacau sobre a produção de ocratoxina A 
por Aspergillus carbonarius. Foi verificado que diante da presença do inóculo fúngico 
pode haver produção de ocratoxina A já durante a etapa de fermentação. Os maiores 
níveis de ocratoxina A ao final do período de secagem foram encontrados nas amostras 
parcialmente despolpadas e submetidas à secagem ao sol sem prévia fermentação em 
caixas. Foi observada uma relação direta entre os valores de pH e a contaminação por 
ocratoxina A. Sabe-se que o valor de pH exerce influência sobre a toxicidade dos ácidos 
orgânicos sobre os microrganismos, o que poderia determinar uma maior ou menor 
produção de ocratoxina pelo A. carbonarius. 
10.2 INTRODUÇÃO 
São inúmeros os fatores que determinam a formação de micotoxinas em um 
alimento em particular. Dentre estes, a presença do fungo produtor, a interação entre 
microrganismos e as características particulares do substrato apresentam um papel 
principal (CAST, 2003). 
No caso da ocorrência de ocratoxina A em produtos de cacau e chocolate, foi 
observado que o problema pode ter início já em períodos pré-fermentação dos frutos, 
caso estes apresentem lesões, sobretudo físicas, predisponentes à contaminação por 
fungos ocratoxigênicos (Gilmour & Lindbom, 2008). Os mesmos autores verificaram que 
a ocratoxina é produzida durante as fases de processamento primário nos países 
produtores, e os níveis encontrados não parecem aumentar em função das condições de 
transporte e armazenagem nos países consumidores. 
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Sem dúvida, a prevenção da contaminação durante as etapas de processamento 
primário é o melhor procedimento para controle da contaminação das amêndoas de cacau 
por ocratoxina A e a mais efetiva medida de saúde pública de acordo com os princípios 
do sistemas de análise de perigos e pontos críticos de (Bonvehi, 2004).  
Desta maneira, foram realizados ensaios de campo nas instalações da CEPLAC 
(Comissão Executiva do Plano de Recuperação da Lavoura do Cacau), Ilhéus-BA, de 
modo a se avaliar a influência de algumas práticas de processamento primário sobre os 
níveis de ocratoxina A  produzidos por A. carbonarius em amêndoas cacau.   
10.3 MATERIAL E MÉTODOS 
Um resumo esquemático das condições de processamento adotadas e pontos de 
amostragem pode ser visualizado na Figura 36. 
.
 
FIGURA 36. FLUXOGRAMA DO EXPERIMENTO SOBRE PRODUÇÃO DE OCRATOXINA EM 
CACAU. 
10.3.1 Desenho experimental  
Para realização do experimento foram utilizadas sementes de cacau com polpa 
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integral e parcialmente despolpadas em despolpadeira, isentas de OTA.  Estes dois 
grupos foram inoculados com 10mL de A. carbonarius (105)/Kg de cacau e submetidos a 
dois diferentes tratamentos: fermentação em caixas e posterior secagem em barcaça ou 
secagem diretamente na barcaça, sem prévia fermentação (drying fermentation).  
O inóculo foi preparado em água peptonada 0,1% estéril, pela adição de uma 
mistura de 3 A. carbonarius isolados de cacau e conhecidamente ocratoxigênicos, de 
maneira a se obter uma concentração de 105 conídios/mL.  
A inoculação do fungo no cacau em um grupo foi realizada antes do início do 
processo fermentativo, ou antes das amostras serem submetidas à secagem em barcaça.  
O experimento foi conduzido em triplicata e paralelamente às amostras inoculadas 
com A. carbonarius trabalhou-se com uma amostra controle negativo.  
10.3.2 Processamento 
Cada unidade foi constituída por 6Kg de sementes de cacau com polpa ou 
parcialmente despolpadas.  
Quando instituído, o processo fermentativo foi realizado em caixas de isopor com 
capacidade para 7,5L, com 6 orifícios de 10mm na base para drenagem da polpa 
liquefeita. A duração da fermentação foi de 6 dias, com revolvimento do material a cada 
48 horas.  
A secagem das amêndoas foi realizada em barcaça, com revolvimento diário das 
mesmas até atingirem um valor de umidade compatível com estocagem, cerca de 10 dias. 
Ao final do processamento as amostras foram congeladas até o momento de se 
procederem as análises de OTA, seguindo a metodologia descrita nesta tese (Capítulo II) 
e de pH, de acordo com a metodologia recomendada pela AOAC (2005). 
10.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
O resultado da média dos níveis de ocratoxina A e pH encontrados nas diferentes 
situações em que as amostras de cacau com polpa e despolpado, fermentadas ou não, 
foram expostas podem ser visualizadas no fluxograma abaixo (Figura 37).  
Na Figura 38 podem ser visualizadas as amêndoas do experimento durante a 
secagem em barcaça. 
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FIGURA 37. NÍVEIS MÉDIO DE OCRATOXINA A E PH OBTIDOS EM AMOSTRAS INOCULADAS 
COM A. carbonarius E SUBMETIDAS A DIFERENTES CONDIÇÕES DE PROCESSAMENTO. 
Não foi verificado desenvolvimento de fungos ou OTA nas amostras processadas 
paralelamente às inoculadas com A. carbonarius, utilizadas como controle negativo.  
O conteúdo de OTA introduzido pela inoculação de A. carbonarius nas sementes 
antes do início da fermentação foi em torno de 3µg/Kg (Figura 37) 
As amostras de cacau despolpadas, inoculadas com A. carbonarius e submetidas à 
secagem sem fermentação em caixas (drying fermentation) foram as únicas em que se 
observou desenvolvimento visível do fungo (já a partir do 3° dia de secagem) (Figura 
38B), estas amostras foram também as que apresentaram os maiores níveis de OTA 
produzida (aproximadamente 6,40µg/Kg) (Figura 37). 
 Também pode ser observado uma relação direta da quantidade de OTA presente 
nas amostras com um pH maior (Figura 37). 
Nas demais situações em que o A. carbonarius foi inoculado, apesar de não ter 
ocorrido crescimento expressivo do fungo de maneira que o mesmo pudesse ser 
visualizado, também houve produção adicional de OTA nas amostras. Este fato confirma 
observações feitas por Gilmour & Lindblom (2008) de que diante da existência de 
inóculo já ocorre produção de OTA durante a fermentação. 
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FIGURA 38. AMÊNDOAS DO EXPERIMENTO SECANDO EM BARCAÇA (A&B) E 
DESENVOLVIMENTO VISÍVEL DE A. carbonarius  (B) 
A prática de submeter as sementes de cacau diretamente à secagem, também 
conhecida como fermentação em plataformas de secagem (Drying fermentation) é prática 
bastante difundida em países produtores de cacau da América Central, onde 
anteriormente materiais do tipo Criollo eram cultivados. O cacau é espalhado durante o 
dia em plataformas expostas ao sol e durante a noite amontoado para conservar o calor e 
retardar o aparecimento de fungos (Wood & Lass, 1985; Thompson et al., 2001). O 
material do tipo Criollo requer apenas um curto período de fermentação (2 a 3 dias), 
assim o método era bastante eficiente; no entanto materiais do grupo Forastero que 
substituíram as plantações de materiais Criollo requerem um período fermentativo de 5 a 
8 dias para desenvolvimento do sabor, o que gera um produto com qualidade reduzida. A 
fermentação de cacau em plataformas de secagem é conveniente, mas sem um adequado 
manejo o processo tende a gerar amêndoas fracamente fermentadas e com o perigo 
adicional do crescimento de fungos (Thompson et al, 2001). 
Esta prática de conduzir as sementes de cacau diretamente às barcaças vem se 
disseminando no Brasil, entre outros fatores, pela praticidade, por estarem sendo 
introduzidas práticas de remoção parcial da polpa visando diminuir a acidez final da 
amêndoa  e pela utilização da polpa removida para produção de geléias e sucos, como 
forma de elevar a renda dos produtores (Lopez, 1984).  
De maneira geral o pH inicial da polpa é de 3.2, devido a grande presença de ácido 
cítrico, enquanto que nos cotilédones não fermentados possuem pH 6.5. Esta diferença no 
valor do pH é igualado após 3-4 dias devido à migração dos ácidos produzidos pela 
fermentação da polpa para o interior dos cotilédones, atingindo cerca de pH 4.8 ao final 
do processo fermentativo (Thompson et al., 2001).  As amêndoas fermentadas e secas 
A B 
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originárias do Brasil e Malásia tendem a ser extremamente ácidas (pH 4.2), o que afeta a 
sua comercialização internacional devido às alterações sensoriais que podem provocar no 
chocolate, já que a acidez pode mascarar seu sabor (Schwan & Wheals, 2004). Na 
tentativa de correção deste “defeito”, foi investigado o efeito da remoção parcial da 
polpa. Foi demonstrado experimentalmente que uma remoção de 20% do peso fresco da 
semente ainda permitia uma fermentação adequada, e ao final do processo eram obtidas 
amêndoas menos ácidas (Lopez, 1984 apud Schwan & Wheals, 2004). Este processo 
desencadearia uma progressão mais rápida na sucessão microbiana e foi verificado que, 
em média, o pH final do cotilédone era elevado para cerca de 5.5 (Schwan & Wheals, 
2004).  
Por outro lado, alguns autores descrevem uma menor ocorrência de ocratoxina A 
em amêndoas provenientes das Américas e do Pacífico, quando comparadas às amêndoas 
produzidas na África (Raters & Matissek, 2000; Gilmour & Lindblom, 2008), o que, 
resguardando-se as possíveis influências das práticas e micobiota locais, poderia também 
estar relacionado com o pH das amêndoas, conforme observado neste experimento, 
associado à ação dos ácidos orgânicos sobre os microrganismos neste baixo pH.  
Houve um extenso estudo comparativo realizado na década de 80 na tentativa de 
identificar os fatores que determinavam uma maior acidez nas amêndoas da Malásia em 
comparação com as de Gana, visto que os microrganismos presentes e as condições de 
aeração eram similares. Inicialmente isto foi atribuído à variedade de cacau, já que o tipo 
mais utilizado na Malásia apresentava maior quantidade de polpa e assim maior 
quantidade de açúcar fermentescível, gerando uma maior produção de ácidos e 
determinando uma maior acidez. Porém fermentações realizadas com as mesmas 
variedades de cacau resultaram em uma quantidade 4 vezes maior de ácido láctico na 
Malásia quando comparado com Gana, e apesar dos inúmeros fatores estudados, nenhum 
foi capaz de explicar os motivos que levavam a esta significativa diferença (Wood & 
Lass, 1985). O baixo valor do pH de amêndoas brasileiras também é atribuído à maior 
presença de ácido láctico, o que levaria a um menor pH final nas amêndoas secas, visto 
que o mesmo não é volátil (Lopez, 1983). 
A partir dos dados observados experimentalmente, e considerando conhecimentos 
disponíveis na literatura, será teorizada uma explicação para os níveis mais altos de 
toxina associados à cacau não adequadamente fermentado. 
Não foram encontrados trabalhos avaliando o efeito da influência dos principais 
ácidos orgânicos presentes durante a fermentação do cacau (acético e láctico) (Jinap, 
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1994) sobre o crescimento de A. carbonarius, assim, para a discussão da teoria,  
tomaremos como base pesquisas realizados com Penicillium roqueforti  e P. cyclopium  
por Vivier et al., (1992).  
O pH por si só não é considerado um fator de grande interferência sobre o 
desenvolvimento de fungos (Pitt & Hocking, 1997). No experimento conduzido por 
Vivier et al., (1992), para avaliar a influência de alguns fatores sobre a fisiologia de  
Penicillium spp., foi verificado que seu crescimento ocorreu sem variações significantes 
na faixa testada de pH entre 3.0 e 8.0, com pH controlado por tampões de tartarato ou 
fosfato. Posteriormente, foi testada a influência dos ácidos acético e láctico. Para tanto, 
inicialmente foi testado o a efeito do ácido acético, cultivando-se os fungos em meio 
líquido contendo glicose, glicose + ácido acético (1:1) ou somente ácido acético como 
fontes de carbono. Os meios foram tamponados entre pH 3.0 e 8.0, e foi observado um 
bom crescimento do fungo no meio apenas com  glicose em todos os valores de pH 
(crescimento ótimo próximo ao pH 4.0). Por outro lado, na presença de ácido acético 
como substrato somente houve crescimento significativo em pH 7.0 e 8.0, uma vez que 
neste pH alcalino o ácido acético penetraria na célula em sua forma não ionizada. Na 
continuação da investigação, os fungos foram cultivados em agar Czapek tamponado, de 
maneira a se obter um pH final de 3.0 e 6.0. Houve crescimento normal em ambos pH 
quando os fungos foram cultivados no meio tradicional com sacarose, porém ao se 
substituir a sacarose do meio por ácido acético ou ácido láctico, foi verificado bom 
crescimento na presença de ambos os ácidos orgânicos em pH 6.0, porém em pH 3.0 
apenas foi verificado desenvolvimento dos fungos quando o ácido presente era o láctico. 
Isto confirmou a ação tóxica do ácido acético para os fungos em pH ácido, e a diferença 
de resultados obtidos conforme o ácido utilizado pode ser explicado pelo menor valor de 
pK do ácido láctico (3.85) quando comparado ao acético (4.76).  
Na Tabela 23 são apresentados as porcentagens de moléculas não dissociadas, em 
diferentes valores de pH, dos principais ácidos orgânicos encontrados no cacau (ICMSF, 
1995). 
Observações sobre efeitos do ácido acético sobre a regulação da utilização de 
açúcares por Aspergillus  nidulans foram descritas por Romano & Kornberg (1969). 
Nesse trabalho, os autores concluíram que A. nidulans  utiliza acetato como substrato 
preferencial à glicose e a presença de acetato no meio inibe a utilização de glicose e 
outros açúcares pelo fungo.  
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TABELA 23. PORCENTAGEM DE MÓLÉCULAS DE ÁCIDOS ORGÂNICOS NÃO DISSOCIADAS 
EM DIFERENTES VALORES DE PH (ADAPTADO DE ICMSF, 1995). 
Ácido Orgânico Valores de pH  
 3 4 5 6 7 
Ácido acético 98,5 84,5 34,9 5,1 0,54 
Ácido cítrico 53,0 18,9 0,41 0,006 <0,001 
Ácido láctico 86,6 39,2 6,05 0,64 0,064 
Ácido propiônico 98,5 87,6 41,7 6,67 0,71 
 
É de conhecimento que o desenvolvimento de bactérias acéticas está na 
dependência da presença de etanol em um determinado produto, o qual será oxidado 
como forma de obtenção de energia por este grupo de microrganismos. Na fermentação 
do cacau, a presença de etanol se deve à fermentação dos açúcares da polpa pelas 
leveduras, sendo para isso importante a criação de um ambiente de anaerobiose nas 
primeiras 48 horas, o qual propicia a formação do álcool que posteriormente será 
utilizado como substrato pelas bactérias acéticas, gerando o ácido acético como produto 
do metabolismo. Em geral o pico de ácido acético ocorre nas 72 horas (Schwan & 
Wheals, 2004).  
No caso da secagem das amêndoas sem prévia fermentação em caixas (drying 
fermentation), não há formação de ambiente anaeróbico, logo não ocorre uma adequada 
etapa de fermentação por leveduras. Como conseqüência, não é gerado etanol para ser 
utilizado pelas bactérias acéticas e conseqüentemente a quantidade gerada de ácido 
acético é baixa, sendo o ambiente dominado por bactérias lácticas. No caso das amêndoas 
despolpadas a situação parece ser ainda mais preocupante, visto que durante o processo 
de despolpagem, é introduzido mais oxigênio na polpa remanescente, o que deslocaria a 
reação bioquímica para a respiração. 
Inferindo-se que a ação dos ácidos orgânicos sobre o Aspergillus carbonarius seja 
semelhante à observada frente aos Penicillium spp, quando ocorre uma adequada 
fermentação, a formação dos ácidos láctico e acético tornariam o ambiente ácido, e em 
pH baixo o ácido acético atuaria de maneira tóxica sobre o A. carbonarius  presente, 
prevenindo a produção e o acúmulo de OTA. O mesmo não seria verificado se não 
estivessem presentes quantidades adequadas de ácido acético. 
Esta teoria também ajudaria a elucidar os dados observados em pesquisa conduzida 
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por Pitithuguenin (2002). Na tentativa de compreender as causas da produção de OTA em 
cacau africano, foi verificado que a duração da fermentação tinha influência significativa 
sobre os níveis de OTA encontrados no cacau. Pitithuguenin (2002) não conseguiu 
delinear uma conclusão clara a partir dos resultados obtidos nos diferentes tempos de 
fermentação. No entanto ficou evidenciado que ocorre um maior acúmulo de OTA 
quando a duração do processo fermentativo for de 0-2 dias (OTA média de 5,33µg/Kg),  
e valores médios de OTA variando entre 1,07 e 1,72µg/Kg foram observados entre 3, 4 e 
5-7 dias de fermentação. Os maiores níveis em fermentações de até 2 dias poderiam ser 
devido aos baixos níveis de ácido acético formados, já que as bactérias acéticas surgem a 
partir do primeiro dia de fermentação e o pico de produção de ácido acético ocorre em 
média no terceiro dia (Schwan & Wheals, 2004). Assim, interrompendo-se a fermentação 
antes deste período, não haveria a formação de um ambiente inóspito para o fungo e 
conseqüentemente haveria uma maior acúmulo de OTA. 
Faz-se necessário mais estudos para tentar comprovar laboratorialmente a 
influência dos ácidos orgânicos sobre o crescimento e síntese de OTA pelo Aspergillus 
carbonarius. 
Em um ambiente fermentativo são inúmeros os fatores que atuam de forma 
conjunta, podendo portanto os níveis mais baixos de OTA sofrerem interferência paralela 
da  microbiota competidora presente, pela menor disponibilidade de nutrientes da polpa 
(consumidos durante a fermentação), assim como pela já descrita  ação das bactérias 
ácido lácticas degradando a OTA (Fuchs et al., 2008). 
10.5 CONCLUSÃO 
Os dados obtidos com este experimento permitem concluir que diante da existência 
de um inóculo inicial, já ocorre produção de ocratoxina A na etapa de fermentação, sendo 
importante a utilização de cacau de qualidade e livre de lesões que possam introduzir uma 
maior carga de fungos ocratoxigênicos. Também foi observado que, dependendo das 
condições de processamento adotadas nas fazendas, pode haver um maior ou menor 
desenvolvimento fúngico e produção de ocratoxina A, sendo recomendado a adoção da 
prática da fermentação das amêndoas para minimizar este risco. A análise dos resultados 
obtidos neste experimento, juntamente com dados disponíveis na literatura, sugerem uma 
possível ação sinérgica e inibitória dos ácidos orgânicos produzidos durante a 
fermentação do cacau sobre o A. carbonarius. No entanto mais estudos laboratoriais são 
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necessário para que se confirme esta teoria, visto que existem outros fatores que também 
podem ter influência sobre a produção de ocratoxina A em cacau, como pH, inóculo 
fúngico presente na barcaça, interação dos microrganismos ou disponibilidade de 
nutrientes, entre outros.  
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11  CONCLUSÕES FINAIS 
Com a análise dos resultados obtidos nesta tese pode-se concluir que: 
• A micobiota isolada durante o processamento primário das amêndoas de cacau 
na fazenda  é composta principalmente pelos gêneros Aspergillus, Absidia, Eurotium e 
Penicillium, além de leveduras. 
• Foi verificado um considerável acréscimo na ocorrência de espécies toxigênicas 
de Aspergillus na etapa de secagem, e estes valores sofreram pouca variação durante a 
estocagem. 
• Todos os Aspergillus parasiticus e Aspergillus nomius, e 64% dos Aspergillus 
flavus isolados foram capazes de produzir aflatoxinas em meio de cultivo. 
• Apesar da alta freqüência de isolamento de espécies aflatoxigênicas, de maneira 
geral, apenas baixos níveis de aflatoxina foram detectadas nas amostras de cacau 
analisadas. 
• Foram isoladas espécies ocratoxigênicas pertencentes apenas ao gênero 
Aspergillus, das seções Nigri e Circumdati. 
• Todos os isolados de Aspergillus carbonarius e do grupo Aspergillus ochraceus, 
e 5% dos isolados do grupo A. niger foram capazes de produzir ocratoxina A em 
condições laboratoriais. 
• Foi observada uma forte correlação positiva entre os níveis de ocratoxina A 
detectados nas amostras e o isolamento de Aspergillus carbonarius. Esta correlação foi 
moderada para os isolados pertencentes ao grupo  Aspergillus niger. 
• Durante o processamento industrial das amêndoas de cacau foi observado que 
tanto a ocratoxina A quanto as aflatoxinas tendem a permanecer aderidas nas frações não 
gordurosas do cacau. 
• As maiores contaminações por ocratoxina nas frações resultantes do 
processamento secundário das amêndoas de cacau na indústria foram a casca, a torta e o 
pó de cacau, com todas as amostras analisadas destes produtos contaminadas. A menor 
contaminação por ocratoxina foi verificada na manteiga de cacau. 
• Todas as amostras analisadas de chocolate em pó e chocolate em barra dos tipos 
meio amargo e ao leite, e 92% do chocolate branco estavam contaminadas. Os níveis de 
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contaminação média foram baixos e diretamente proporcionais ao conteúdo de cacau 
presente nas formulações. 
• Os níveis de aflatoxina detectados nas amostras de chocolate comercial 
analisadas foram baixos e em média diretamente proporcionais ao conteúdo de cacau 
presente nas formulações. 
•  A avaliação do perfil de metabólitos secundários de alguns Aspergillus isolados 
de cacau permitiu a diferenciação das espécies pertencentes seções Flavi, Nigri e 
Circumdati. 
• O estudo da influência de alguns fatores sobre a produção de ocratoxina em 
sementes de cacau contaminadas por Aspergillus carbonarius revelou que, diante da 
presença de inóculo fúngico, pode ocorrer produção de ocratoxina já durante a 
fermentação e o maior acúmulo de ocratoxina foi verificado em amêndoas parcialmente 
despolpadas e encaminhadas para secar em barcaças sem terem sido submetidas à 
fermentação em caixas (drying fermentation). 
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12 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 Este trabalho procurou mostrar a influência de alguns parâmetros de 
processamento sobre a presença dos fungos e micotoxinas em cacau. Verificou-se uma 
importante presença de espécies toxigênicas de fungos nas amêndoas de cacau 
provenientes de fazendas cacaueiras da região sul da Bahia, principalmente nas etapas de 
secagem e estocagem. A análise da capacidade de produção de ocratoxina A e aflatoxinas 
por estes isolados de Aspergillus demonstrou a existência de uma grande variação entre 
as espécies estudadas. Estudos mais detalhados sobre a produção de metabólitos 
secundários foram realizados com alguns Aspergillus selecionados dentre isolados 
pertencentes às seções Flavi, Nigri e Circumdati, demonstrando esta ser uma ferramenta 
de grande utilidade para uma identificação mais precisa das espécies, fornecendo 
paralelamente dados de capacidade micotoxigênica. Em relação às análises das 
micotoxinas, após a adaptação e refinamento dos métodos para análise de ocratoxina e 
aflatoxinas em amêndoas e produtos derivados de cacau e em chocolate, verificou-se que 
a situação atual de contaminação dos produtos brasileiros não é alarmante. Apesar de ter 
sido encontrada uma relativamente ampla contaminação dos produtos com ocratoxina A e 
aflatoxinas, geralmente os níveis detectados foram baixos. E por fim foi realizado um 
estudo objetivando determinar os fatores predisponentes para a produção de ocratoxina A 
em cacau por A. carbonarius, onde foi demonstrada a importância da realização de 
processo fermentativo adequado para redução na ocorrência de ocratoxina em cacau.  
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13 SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 
Com a finalização dos experimentos e análise dos dados a fomação científica 
mostra que ainda existem muitas perguntas a serem respondidas em trabalhos futuros. 
Como principais sugestões: 
• Estudo laboratorial da influência dos ácidos orgânicos sobre o crescimento e 
produção de ocratoxina A por Aspergillus carbonarius; 
• Estudo da micobiota de barcaças e correlação desta com a micobiota da 
amêndoa e quantidade de micotoxinas presentes; 
• Avaliação da micobiota e ocratoxina em amêndoas importadas de países 
africanos; 
• Avaliação da influência das diferentes práticas e do tempo de fermentação e 
secagem sobre o acúmulo de ocratoxina em cacau; 
• Estudo sobre a estabilidade da ocratoxina A durante o processamento industrial 
do cacau; 
• Avaliação da situação micológica e micotoxicológica das amêndoas de cacau 
produzidas na região Norte;  
• Monitoração continuada dos níveis de ocratoxina em cacau e chocolate; além de 
• Estudo dos hábitos de consumo e verificação da contribuição de cacau, 
chocolate e derivados para os níveis de ocratoxina ingeridos pela população brasileira. 
 
 
 
 
